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2 Einleitung 
2.1 Selen und Selenoproteine 
2.1.1 Selen 
Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung der Bedeutung des Enzyms 
Thioredoxin Reduktase 1 für die Gehirnentwicklung. Da Thioredoxin Reduktase 1 zu 
den Selenoproteinen gehört, soll hier zunächst allgemein auf die Eigenschaften von 
Selen sowie seinen Einfluss auf menschliche und tierische Gesundheit eingegangen 
werden. 
Im Jahr 1817 entdeckte der schwedische Chemiker Jöns Jacob Berzelius das 
Spurenelement Selen und benannte es nach der griechischen Göttin des Mondes. 
Seit Mitte der 1930er Jahre galt Selen als toxisches Element. Erst 1957 wurde Selen 
überraschenderweise in den Versuchen von Schwarz und Foltz (Schwarz 1958) als 
essentielles Spurenelement identifiziert. Sie stellten fest, dass Selen das Wirkprinzip 
der Bierhefe war, die zum Schutz gegen Lebernekrose in Vitamin E- defizienten 
Laborratten eingesetzt wurde. Selen kommt sowohl in pflanzlicher als auch in 
tierischer Nahrung vor, wobei der Selengehalt des Bodens für den Selengehalt in der 
Nahrungskette ausschlaggebend ist. Die Böden Mitteleuropas sind in der Mehrzahl 
als eher selenarm einzustufen. Selenmangel (unterhalb 0,2 mg/kg Futter-
Trockensubstanz; Kamphues 1999) führt bei den Haustieren zu verschiedenen 
Krankheitsbildern. Typische Ausfallerscheinungen sind Muskel- und Leberdystrophie. 
Bei den Muskeldystrophien handelt es sich um eine hyalin-schollige (Zenkersche) 
Degeneration, die im Herzen (Maulbeerherz-Krankheit) und in anderen 
Muskelgruppen (White muscle disease) als aufgehellte Streifen in Erscheinung treten 
(Dahme, E. 1999). Bei Küken kommt es in Mangelsituationen zur exsudativen 
Diathese und Pankreasdegeneration, wobei der Schweregrad der Erscheinungen 
auch von der Versorgung mit Vitamin E abhängig ist (Van Metre 2001). Da die 
Wichtigkeit von Selen in der heutigen Zeit bekannt ist, kommt es bei Haustieren 
selten zur Selenmangel, da die kommerziell erhältlichen Futtermittel mit Selen 
versehen sind. Bei der ausschließlichen Weidehaltung von Tieren kann es jedoch 
von Bedeutung sein. Bei Menschen zeigt sich der extreme Selenmangel (weniger als 
10 µg/Tag; Oster 1992) in Form der „Keshan Disease“, genannt nach der Provinz 
„Keshan“ in China mit niedrigem Selengehalt im Boden (Li 1985). Hier kommt es zur 
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multifokalen Myocarditis, wobei die Krankheit sich nicht in allen Fällen durch Selen-
Supplementierung verhindern ließ. Als weiterer pathogenetischer Faktor wird eine 
Infektion mit kardiotropen Coxsackieviren diskutiert. Eine andere Auswirkung von 
Selenmangel beim Menschen hat sich in der „Kashin-Beck“-Erkrankung gezeigt: 
Myositis, Makrozytose und Osteoarthropathie sind die Symptome. Dabei ist diese 
Erkrankung im Gegensatz zur „Keshan Disease“ mit Selen therapierbar. Man geht 
aber davon aus, dass sie nicht nur durch Selenmangel zustande kommt, sondern 
auch durch gleichzeitigen Jodmangel (Vanderpas 1990). Selenverbindungen werden 
im allgemeinen gut resorbiert und sind im Überschuss toxisch. Chronische 
Vergiftungen treten bei den Haustieren ab etwa 3-5 mg Selen/kg Futter-
Trockensubstanz als „Alkali Disease“, in Form von Symptomen des „Blind-Stagger“-
Typs oder als Kachexie mit Nieren- und Leberschäden auf. Toxische Auswirkungen 
beim Menschen (mehr als 450 µg Selen/Tag) zeigen sich als Verlust der Nägel, 
Haare und als Dermatitis (Vinceti 2001). Ein möglicher Toxizitätsmechanismus von 
Selen besteht in der Möglichkeit, Selen in Aminosäuren unspezifisch gegen Schwefel 
auszutauschen. Durch den Austausch entstehen Proteine mit geänderten 
Eigenschaften, sowie als Metaboliten Selenomethionin und Selenocystein, die beide 
toxisch sind. Die Magen- und Darmschleimhäute werden gereizt, es tritt Hepatose bis 
zum Leberkoma auf. 
Selen ist am besten für seine Eigenschaft als Antioxidanz bekannt (Rotruck 1973, 
Burk 2002), weil es in diversen antioxidativ wirkenden Enzymen in Form der 
Aminosäure Selenocystein enthalten ist (Flohe 1973, Brigelius-Flohe 2002). Es trägt 
somit zur Verringerung der Peroxidation von Molekülen bei. Das Spurenelement 
besitzt aber auch andere wichtige Aufgaben: z.B. ist es ein Teil der Thyroidhormon- 
Deiodinasen (s. Tabelle 2.1), die am Metabolismus der Thyreoidhormone beteiligt 
sind (Kohrle 2005). Damit spielt Selen auch für das Wachstum und den 
Metabolismus eine wichtige Rolle. 
Ausserdem hat sich Selen im Bereich der Fertilität als wichtig erwiesen, da es ein 
Bestandteil der Selenoproteine Phospholipid-Hydroperoxid-Glutathionperoxidase 
(PHGPx oder GPx4), Selenoprotein P und Thioredoxin Reduktase 3 (Txnrd3) ist. 
Diese Enzyme sind wichtig für die Spermienreifung und –motilität (Foresta 2002, 
Maiorino 1999, Conrad 2005, Pfeifer 2001, Nishimura 2001, Miranda-Vizuete 2004). 
Diese kurze Skizzierung von Selen lässt die Breite des Selen-Aufgabenfeldes 
deutlich werden. 
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2.1.2 Selenoproteine 
Wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben ist, erfüllt Selen wichtige Funktionen in Form von 
Selenoproteinen. Im Folgenden soll deshalb die Funktion der einzelnen 
Selenoproteine näher beleuchtet werden. Im Genom der Maus befinden sich 24 
Genorte für Selenoproteine, der Mensch besitzt 25 Genorte. Als Selenoproteine 
werden nur solche selenhaltigen Proteine bezeichnet, die Selen in Form der 21. 
Aminosäure Selenocystein (Sec) enthalten, die durch das Nukleotid-Triplett UGA 
kodiert wird (Hatfield 2002, Stadtman 1996, Bock 1991, Low 1996). Üblicherweise 
funktioniert das UGA-Codon als ein Stop-Codon, in Selenoprotein-Genen wird es 
hingegen als Selenocystein-Codon gelesen. In den 3´-untranslatierten Regionen (3´-
UTR) der Transkripte von Selenoprotein-Genen befindet sich eine Haarnadelstruktur, 
„Selenocysteine insertion sequence“ (SECIS)-Element genannt. An dieses SECIS-
Element bindet ein „SECIS-binding protein 2“ (SP2), was dazu führt, dass das UGA-
Codon nicht als Stop- sondern als Sec-Codon gelesen wird (Copeland 2003). Die 
Aminosäure Selenocystein wird gebildet, indem Serin (Ser), das bereits an seine 
tRNA Ser(Sec) gebunden ist, modifiziert wird. Diese Reaktion ist 
Adenosintriphosphat (ATP)- abhängig und wird von Selenophosphat Synthetase 2 
(SelD2) katalysiert. Die co-translationale Inkorporation von Sec am Ribosom in das 
Selenoprotein benötigt ausser den o.g. Faktoren noch den Sec-spezifischen 
Translationsfaktor (EF-Sec). Der normale Elongationsfaktor (EFtu) wird verdrängt 
und die Bindung von Terminationsfaktoren am UGA-Codon dadurch verhindert. 
Die Wichtigkeit von Selen wird durch seine Rolle als Bestandteil von diversen 
Schlüssel-Redoxenzymen deutlich. Da die Selenolgruppe im Gegensatz zur 
Thiolgruppe bei physiologischem pH-Wert in Selenoproteinen gänzlich ionisiert 
vorliegt, stellt sie einen höchst effizienten Redox-Katalysator dar (Beckett 2005, 
Hatfield 2002). 
Die Wichtigkeit der Selenoproteine wird in dem Experiment von Bosl 1997 
offensichtlich, in dem das Gen für die die tRNA Sec inaktiviert wurde und so 
embryonale Lethalität durch das Fehlen aller Selenoproteine induziert wurde. Bis 
jetzt sind über 30 Selenoproteine (s.u.) mit Hilfe von 75Se- Markierung in vivo 
(Hawkes 1985, Evenson 1988) entdeckt worden, von denen 15 in ihrer biologischen 
Funktion näher charakterisiert worden sind (Kryukov 2003). 
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Tabelle 2.1: Übersicht über bekannte Selenoproteine (Modifiziert nach Brauer 2004) 
Selenoprotein Gewebeexpression Funktion Literatur 
Zytosolische 
Glutathionperoxidase 
(GPx1) 
Ubiquitär Antioxidanz Flohe 1973,       
Rotruck 1973 
Gastrointestinale 
Glutathionperoxidase 
(GPx2) 
Gastrointestinaltrakt, Leber Antioxidanz Chu 1993 
Plasma 
Glutathionperoxidase 
(GPx3) 
Plasma, Niere Antioxidanz Takahashi 1987 
Phospholipid-
Hydroperoxid-
Glutathionperoxidase 
(GPx4, PHGPx) 
Ubiquitär ;3 Formen: zytosolisch, 
mitochondrial, spermienkernspezifisch 
Detoxifikation von 
Lipidhydroperoxiden; 
Funktionen in der 
Spermatogenese 
Borchert 2003,    
Pfeifer 2001 
    
Thioredoxin-Reduktase 1 
(Txnrd1, TrxR1) 
Ubiquitär; zytosolisch Intrazelluläres 
Redoxenzym, multiple 
Funktionen 
Tamura 1996,         
Sun 1999,           
Zhong 2000 
Thioredoxin-Reduktase 2 
(Txnrd2, TrxR2) 
Ubiquitär; mitochondrial Mitochondriales 
Redoxenzym 
Gasdaska 1999,      
Lee 1999 
Thioredoxin-Reduktase 3 
(Txnrd3, TrxR3) 
Vorwiegend im Hodengewebe Thioredoxin-GSH- 
Reduktase Aktivität 
Watabe 1999 
    
Thyreoidhormon 
Deiodinase 1 (Dio1) 
Hauptsächlich in Schilddrüse, Leber, 
Niere, Hypophyse 
Deiodination (Aktiverung) 
von T4 zu T3 
Arthur 1990,        
Behne 1984 
Thyreoidhormon 
Deiodinase 2 (Dio2) 
Gehirn, braunes Fettgewebe, Hypophyse, 
Plazenta 
Lokale Deiodination von 
T4 zu T3 
Croteau 1996, 
Salvatore 1996 
Thyreoidhormon 
Deiodinase 3 (Dio3) 
Plazenta, Haut Inaktivierung von aktiven 
T3 zu T2 
Croteau 1996 
Selenophosphat-
Synthetase 2 (SPS2) 
Leber, Hodengewebe Katalysiert Synthese von 
Selenophosphat aus 
Selenit und AMP 
Guimaraes 1996 
15 kDa Selenoprotein 
(Sel15) 
Gehirn Unbekannt Gladyshev 1998 
18 kDa Selenoprotein 
(Sel18) 
Verschiedene Gewebe Unbekannt Behne 1990 
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Selenoprotein Gewebeexpression Funktion Literatur 
Selenoprotein M (SelM) Verschiedene Gewebe Unbekannt Korotkov 2002 
Selenoprotein N (SelN) Skelettmuskulatur, Leber, Gehirn, Herz, 
Magen 
Unbekannt Lescure 2002 
Selenoprotein P (SelP) Plasma, Leber Selentransport, 
Antioxidanz 
Hill 1991 
Selenoprotein R (SelR) Verschiedene Gewebe, Teil der R-
Methionin-Sulfoxid-Reduktase 
Reduziert Methioninreste 
in Proteinen 
Kryukov 2002 
Selenoprotein W (SelW) Gehirn, Milz, Hodengewebe, Skelett- und 
Herzmuskulatur 
Evtl. Antioxidanz. Bindet 
Glutathion 
Watabe 1999 
Selenoprotein H Verschiedene Gewebe Unbekannt Kryukov 2003 
Selenoprotein O Verschiedene Gewebe Unbekannt Kryukov 2003 
Selenoprotein I Verschiedene Gewebe Unbekannt Kryukov 2003 
Selenoprotein K Verschiedene Gewebe Unbekannt Kryukov 2003 
Selenoprotein S Verschiedene Gewebe Unbekannt Kryukov 2003 
Selenoprotein V Hodengewebe Unbekannt Kryukov 2003 
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Abbildung 2.1: Insertionsmechanismus von Sec in Eukaryoten (Modifiziert nach Hatfield 2002) 
 
Bei Selendefizienz wird eine Hierarchie der Expression von Selenoproteinen sowie 
Effizienzunterschiede in der Synthese von Selenoproteinen in den verschiedenen 
Geweben offensichtlich. Dabei ist die Menge des Elements unter anderem in Leber, 
Niere und Skelettmuskulatur substantiell reduziert. Gehirn, endokrine und 
reproduktive Organe hingegen sprechen kaum auf Veränderungen im Selenstatus an 
(Behne 1988, Hill 1992), in diesen Organen insbesondere nicht die Aktivität von 
Thioredoxin Reduktase und Selenoprotein W (Yeh 1997, Whanger 2001). Eine 
Hierarchie ist auch innerhalb der Selenoproteine vorhanden: bei Selendefizienz ist 
der Spiegel an GPx1, GPx3 und SelP drastisch reduziert (Brigelius-Flohe 1999), der 
Spiegel an Thyroidhormon Deiodinase 1 sowie GPx4 hingegen nicht (Bermano 
1995). Durch intraperitoneale Verabreichung von 75Se konnte bei der Beobachtung 
der Isotopen-Lokalisation festgestellt werden, dass die Ansammlung am höchsten im 
Cerebellum, am zweithöchsten im Cortexbereich des Großhirns sowie in der Medulla 
oblongata ist (Prohaska 1976). Die Aktivität der Thioredoxin Reduktase kann mit 
Ausnahme des Gehirns durch den Selengehalt moduliert werden (Hill 1997). Die 
Ergebnisse zahlreicher Untersuchungen weisen darauf hin, dass das Spurenelement 
Selen in Form von Selenoproteinen als Radikalfänger und Komponente des 
Redoxsystems für die physiologischen Prozesse des ZNS von essentieller 
Bedeutung ist. Die lokalen Wirkorte und Funktionen des Selens im Gehirn sind 
jedoch noch nicht genau bekannt. 
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2.2 Das Thioredoxin/Thioredoxin Reduktase- System 
Die Thioredoxin Reduktase- Familie wird durch die Anwesenheit von Selenocystein 
im C-terminalen Bereich charakterisiert. Das System setzt sich aus NADPH als 
Cofaktor, Thioredoxin (Trx) und Thioredoxin Reduktase (Txnrd) zusammen. 
Experimentell kann man keine klare Trennung zwischen den Funktionsweisen von 
Txnrd und Trx machen, da Trx ein Teil im Substratspektrum von Txnrd ist. Daher soll 
hier auch auf Trx eingegangen werden. 
 
Trx ist ein kleines (10-12 kDa) ubiquitär vorkommendes Protein aus 104 
Aminosäuren mit einer Disulfidbrücke (S-S) und einem konservierten aktiven 
Zentrum (Trp-Cys-Gly-Pro-Cys) (Nakamura 1997). Bisher sind für Säugetiere zwei 
Gene für Trx kloniert worden. Trx1 ist hauptsächlich im Zytoplasma und benötigt ein 
nukleäres Lokalisierungssignal, um in den Kern zu translozieren. Trx2 ist aufgrund 
eines mitochondrialen Importsignals in den Mitochondrien lokalisiert. Damit gibt es 
zwei verschiedene Trx-Txnrd-Systeme, über deren Austauschbarkeit noch nichts 
bekannt ist. Trxne regulieren diverse intrazelluläre redox- abhängige Prozesse, die 
die Proliferation in normalen sowie in Tumorzellen stimulieren und die in ihrer 
extrazellulären sezernierten Form Zytokin- ähnliche Effekte haben (Baker 1997, 
Nishinaka 2002). Für die Regulation von Enzymen und Transkriptionsfaktoren sind 
die reduzierten Thiol-Gruppen essentiell, die als Elektronen-Donor dienen. Die 
Reaktionspartner von Trx werden effizient reduziert, die Thiolgruppe des 
Thioredoxins dabei oxidiert. Durch die Thioredoxin Reduktase wird das entstandene 
oxidierte Trx unter NADPH-Verbrauch regeneriert, damit es weiterhin seine Rolle als 
Donor erfüllen kann (siehe Abbildung 2.2). Trx wird in den meisten Zellen des 
menschlichen Körpers exprimiert. Trx mRNA-Expression, Trx RNA-Stabilität und 
Proteinmengen werden nicht durch den Selenstatus beeinflusst. Die Wichtigkeit 
dieses Systems für den Organismus wurde durch das Experiment von Matsui 1996 
dargestellt, in dem gezeigt wurde, dass das Entfernen von Txn schon früh, nämlich 
kurz nach der Implantation, für die embryonale Entwicklung lethal ist. Dies wird mit 
einer herabgesetzten DNA-Replikation erklärt. Die normale Progression durch den 
Zellzyklus kann nicht gewährleistet werden, da durch das Fehlen des Txns, das als 
Kofaktor der Ribonukleotidreduktase agiert, die Produktion der Ribonukleotide nicht 
funktioniert. 
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Abbildung 2.2: Reaktionsmechanismus des Thioredoxin Reduktase Systems (modifiziert nach 
Mustacich 2000) 
 
Txnrd der Säugetiere gehören zur Familie der FAD- haltigen Pyridin-Nukleotid-
Oxidoreduktasen, die im gesamten Tierreich vorkommen. Stadtman et al. (1996) 
zeigten, dass das aus menschlichen Lungenkarzinom-Zellen isolierte Txnrd1 ein 
Selenoprotein ist. Txnrd sind homodimerische Proteine von 54,5 – 67,5 kDa Masse, 
in denen jedes Monomer eine FAD-prosthetische Gruppe, eine NADPH-Bindestelle 
und ein N-terminales redoxaktives Zentrum (-Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys-) mit einer 
Thiol-Gruppe beherbergt (Williams 1995). Ein weiteres redox- aktives Zentrum 
befindet sich am C-Terminus (-Cys-Sec-). D.h. Txnrd hat zwei redox-aktive Zentren: 
eins ist homolog mit dem Zentrum von anderen Disulfid-Reduktasen und das am C-
Terminus (carboxy-Terminus) lokalisierte mit der Gly-Cys-Sec-Gly- Sequenz 
(Gladyshev 1996), ist für die katalytische Aktivität des Enzyms von essentieller 
Bedeutung (Nordberg 1998, Gromer 1998). Elektronen werden von NADPH via FAD 
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zu diesen aktiven Zentren transportiert, die das Substrat reduzieren (siehe Abbildung 
2.2). 
Wie aus der Tabelle 2.1 zu entnehmen ist, sind bis jetzt drei Isoenzyme in der 
Gruppe der Thioredoxin Reduktasen bekannt. Dabei sind die Nukleotidsequenzen 
von Txnrd1 und Txnrd2 zu 54% homolog und unterscheiden sich v. a. in dem 
Vorhandensein eines mitochondrialen Importsignals der Txnrd2. Die 
Nukleotidsequenzen von Txnrd1 und Txnrd3 sind zu 72% identisch. Die zytosolische 
Txnrd1 ist die am häufigsten vorkommende Txrnd in Zellen der Säugetiere. Das für 
Txnrd1 kodierende Gen liegt in der Maus auf Chromosom 10 (Kawai 2000). Bisher 
wurden drei verschiedene Txnrd1-Genprodukte gefunden, die durch alternatives 
Spleißen aus einer prä-mRNA hervorgehen (Trxrd1 I-III) und alle zytosolisch 
lokalisiert sind (Sun 2001). 
 
Txnrd der Säugetiere besitzen ein breites Spektrum an Substraten, die vom Enzym 
reduziert werden, wie z.B. Trx, Vit K, Alloxan, Lipid-Hydroperoxidasen, 
Dehydroascorbinsäure, Ubichinon, Selenit und Selenodiglutathion (Holmgren 1995, 
Arner 2000). Das Trx/Txnrd-System wird mit folgenden zellulären Funktionen 
assoziiert: Elektronendonation für Ribonucleotid Reduktase in der DNA-Synthese 
(Laurent 1964), Regeneration von Proteinen, die durch oxidativem Stress inaktiviert 
worden sind (Patel 1996, Moskovitz 2001), Regulation von p53 (Hirota 1997) und 
Zelldetoxifikation (Chae 1999). Trxnrd1 reguliert Gen-Expression durch Aktivierung 
von Transkriptionsfaktoren wie z.B. NFκB im Kern (Matthews 1992, Hirota 1999), den 
Glucocorticoid-Rezeptor (Grippo 1983), sowie Modulation von AP-1 (Xanthoudakis 
1992). Da das Thioredoxin-System sehr viele Interaktionsstellen mit ROS-Molekülen 
hat („Reactive Oxygen Species“), wird eine Rolle in der Bewältigung von oxidativen 
Stress angenommen (Spector 1988, Nordberg 2001). Sowohl in vivo- als auch in 
vitro-Modelle zeigen eine protektive Rolle von Trx und Txnrd gegen ROS-verursachte 
Zytotoxizität (Lovell 2000). Die Untersuchung der Rolle von Txnrd1 in Knockout-
Mäusen zeigte, dass das Enzym für das Zellwachstum von Wichtigkeit ist (Jakupoglu 
2005). Die Txnrd1- defizienten Embryonen überlebten nur bis Embryonaltag 9,5 
(E9,5) und zeigten hochgradige Entwicklungsretardation. Die Wichtigkeit des Enzyms 
wird durch die Tatsache untermauert, dass die Aktivität von Thioredoxin Reduktase 1 
im Gehirn sich im Gegensatz zu anderen Selenoproteinen bei Selenmangel nicht 
verändert (Hill 1997). 
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Darüber hinaus ist bisher nur wenig über die physiologischen Funktionen von 
Selenoproteinen im Gehirn sowie über ihre regionale und zelluläre Expression 
bekannt. 
 
2.3 Das Kleinhirn 
2.3.1 Anatomie, Histologie und Physiologie des Kleinhirns 
Das Kleinhirn (Cerebellum) dient als wichtiges Integrationsorgan für die Koordination 
und Feinabstimmung der Motorik und für die Regulation des Muskeltonus sowie 
Erhaltung des Gleichgewichtes (Nickel et al. 1991). Bei Kleinhirndefekten kommt es 
daher oftmals zu unkoordinierten Bewegungsabläufen, Beeinträchtigungen des 
Gleichgewichtes oder auch zu Störungen der Augenbewegung. Das Kleinhirn ist mit 
dem Hirnstamm (Pons und Medulla) über Kleinhirnstiele (Pedunculi cerebellares) 
verbunden. Anatomisch setzt sich das Kleinhirn von Säugetieren aus zwei 
Hemisphären zusammen, die durch den sogenannten Kleinhirnwurm (Vermis 
cerebelli) miteinander verbunden sind. Im Sagittalschnitt zeigt sich die Faltung des 
Kleinhirns in Läppchen (Lobuli), die in blattartigen Windungen (Folia) unterteilt sind 
und aufgrund der baumartigen Struktur als „Lebensbaum“ (Arbor vitae cerebelli) 
bezeichnet werden. Larsell (1952) unterscheidet zehn Lobuli in der Vermis hingegen 
nur acht in den Hemisphären (Eingezeichnete Lobuli in Abbildung 6.10 im 
Ergebnisteil). Nach Altman und Bayer (1997) werden diese Lobuli im Sagittalschnitt 
folgendermaßen eingeteilt: anteriorer Lobus (rostral von Fissura prima: Lobulus I-V), 
zentraler Lobus (zwischen Fissura prima und Fissura secunda: Lobulus VI-VIII), 
posteriorer Lobus (zwischen Fissura secunda und Fissura posterolaterale, Lobulus IX 
und Paraflocculus) und inferiorer Lobus (Lobulus X und flocculus). 
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Abbildung 2.3: Übersicht des Maus-Gehirns, Sagittalschnitt (Modifiziert nach Tennessee Mouse 
Genome Consortium, http://www.tnmouse.org/).  
1, 2: Str. Granulare des Bulbus olfactorius. 3: Cortexschicht I-VI. 4: Calleja-Inseln. 5: Nucleus 
praemammilarius. 6: Hippocampus. 7: Gyrus dentatus. 8: Colliculus superior. 9: Nucleus 
mammillarius. 10: Nucleus pontinus. 11: Nucleus cuneatus. 12: Tiefer mesencephalischer Nucleus. 
13: Thalamus. 14: Nucleus caudatus. 15: IGL. 16: EGL. 
 
Die furchenreiche Oberfläche des Kleinhirns überzieht mit einer dünnen, grauen 
Rindenschicht (Cortex cerebelli) den Markkörper (Corpus medullare) sowie drei 
paarige tiefe Kerne: den Nucleus fastigii, den Nucleus interpositus und den Nucleus 
dentatus. Der cerebelläre Output erfolgt im Wesentlichen über diese drei Kerne. Sie 
sind wichtig für Kopf- und Nackenkontrolle, Aufrechterhaltung der Körperstatik und 
des Skelettmuskeltonus sowie für die Ausführung und Korrektur motorischer 
Aktionen. Die einzige Ausnahme stellt der Lobus flocculonodularis dar, der direkt auf 
die vestibulären Kerne der Medulla oblongata projiziert und für das Gleichgewicht 
während des Stehens und Gehens sowie die Koordination von Kopf- und 
Augenbewegungen sorgt. Der Kleinhirncortex der Säugetiere verfügt über eine 
geringe Anzahl von Neuronentypen, die eine regelmäßige Anordnung aufweisen. 
Mikroskopisch lassen sich von außen nach innen drei Schichten unterscheiden: 
 
• Molekularschicht (Stratum moleculare) 
• Purkinje-Zellschicht (Stratum ganglionare) 
• Körnerzellschicht (Stratum granulare) 
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Abbildung 2.4: Schichten des Kleinhirns (Cerebellum Ratte, Bodian-Färbung; Modifiziert nach 
http://www.anatomie.net/histowebatlas) 
 
In der zellarmen Molekularschicht befinden sich vorwiegend die marklosen 
Parallelfasern der Körnerzellen, die entlang der Längsachse der Folia verlaufen 
sowie die weit verzweigten Dendritenbäume der birnenförmigen Purkinje-Zellen, 
deren Zellkörper im reifen Kleinhirn die einreihige Purkinje-Zellschicht bilden (Voogd, 
Glickstein 1998). Die Parallelfasern bilden erregende (exzitatorische) Synapsen mit 
den dendritischen Ausläufern (Spines) der Purkinje-Zellen. Zwei andere Zelltypen 
sind zusätzlich in der Molekularschicht aufzufinden: die Stern- und Korbzellen. Sie 
sind Interneurone mit inhibitorischer Wirkung auf die Purkinje-Zellen, die im 
Schaltkreis des Kleinhirns eine wichtige Rolle spielen. Nur Purkinje-Zellen senden mit 
ihren Axonen Ausgangssignale (Efferenzen) aus der Kleinhirnrinde, in dem sie in 
Verbindung mit cerebellären Nuclei und mit einigen Nuclei des Hirnstammes stehen. 
Eingangssignale (Afferenzen) aus anderen Hirnarealen erreichen die Kleinhirnrinde 
im Wesentlichen über zwei exzitatorische Fasertrakte, die Kletter- und die 
Moosfasern. Die Kletterfasern erregen die Purkinje-Zellen am Zellkörper und an den 
Stammdendriten. Sie entspringen in der unteren Olive in der Medulla oblongata, 
welche ihrerseits Eingänge aus dem Rückenmark und der Großhirnrinde erhält. Die 
aus dem Hirnstamm und Rückenmark entspringenden Moosfasern hingegen bilden 
exzitatorische Synapsen mit den Körnerzelldendriten. Die Körnerzellen sind kleine 
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und zahlreiche zytoplasmaarme Zellen, deren Axone in Richtung der 
Molekularschicht ziehen, in der sie sich T-förmig teilen, um dabei mit Purkinje-Zell 
Dendriten und Interneuronen Kontakt aufzunehmen. Auf der Grenze zur 
Molekularschicht liegen die Golgi-Zellen, die als inhibitorische Schaltneurone 
funktionieren, indem sie die Körnerzellen hemmen. Die Kletter- und Moosfasern 
geben auf ihrem Weg in die Kleinhirnrinde zahlreiche Axonkollaterale an die Neurone 
der tiefen Kleinhirnkerne ab, die so einerseits direkt erregt werden und andererseits 
durch die Axon-Terminale der Purkinje-Zellen gehemmt werden. Die exzitatorische 
Wirkung der afferenten Fasern der Kleinhirnrinde wird so in eine Hemmung 
umgewandelt, und eine inhibitorische Wirkung auf die Purkinje-Zell-Aktivität führt zu 
erhöhter Aktivität in den tiefen Kleinhirnkernen. Neben den ubiquitären Glia-Zelltypen 
besitzt die Kleinhirnrinde einen Sondertyp der Astroglia, die Bergmann Gliazellen. 
Ihre Zellkörper liegen direkt an den Zellkörpern der Purkinje-Zellen. Mit mehreren 
langen Ausläufern durchspannen sie die Molekularschicht und bilden mit ihren 
Endfüßen die Gliagrenzmembran. Sie spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung 
des Kleinhirns (siehe unten). 
 
 
 
Abbildung 2.5: Verschaltung der Neurone im Kleinhirn (modifiziert nach Kandel 2000) 
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Trotz des lateinischen Namens „Cerebellum“ – „kleines Gehirn“ beherbergt das reife 
Kleinhirn mehr als die Hälfte aller Neurone des Nervensystems. Daher ist es keine 
Überraschung, dass das Kleinhirn eine zentrale Rolle für das Säugetier in der 
Auseinandersetzung mit der Umwelt spielt. Obwohl das Kleinhirn eine der ersten 
ZNS-Strukturen ist, die sich differenziert, erreicht es in der Maus erst ca. einen Monat 
nach der Geburt seine reife Konfiguration. Diese lange Entwicklungsperiode macht 
diese Struktur daher so empfänglich für Abweichungen in der Entwicklung. 
Gleichzeitig stellt der durchgehende regelmäßige histologische Aufbau, sowie die 
geringe Anzahl verschiedener Neuronentypen ein geeignetes System für die 
Erforschung bestimmter Gene und ihren Einfluss auf die zellulären und molekularen 
Mechanismen der neuronalen Migration (Komuro 1995) dar. So ist das Kleinhirn zu 
einem der am besten untersuchten Gebiete des Zentralnervensystems geworden 
(Millen 1994). 
 
2.3.2 Entstehung der Zytoarchitektur 
Die Ausführungen zur Histogenese sollen nur soweit umrissen werden, als sie dem 
Vergleich der normalen Histogenese mit den Veränderungen des Txnrd1-Knockouts 
dienen. 
Obwohl das Kleinhirn als eine der ersten Strukturen aus dem sich entwickelnden 
Gehirn entsteht, erreicht es in der Maus seine reife Form erst nach der dritten 
postnatalen Woche. Die Migration der Neuronen ist das Resultat aus multiplen 
molekularen Ereignissen, die sich im Ablauf verschiedener molekularer 
Ereignisketten unterscheiden, wie z.B. Bildung von adhäsiven Interaktionen, 
Aktivierung von spezifischen Ionenkanälen und deren Rezeptoren sowie 
Zusammenbau und Fragmentierung des Zytoskeletts (Hatten 1995, Komuro  1998, 
Rakic 1994, Rakic 1995). 
Das Kleinhirn entsteht aus dem Rhombencephalon des dreiblasigen Stadiums der 
Gehirnentwicklung (Schnorr 1996). Das Rhombencephalon teilt sich am 
Embryonaltag 9 (E9) (Hatten 1995) in das Met- und das Myelencephalon auf, wobei 
letzteres sich im dorsalen Bereich zum Kleinhirn weiter differenziert. Dieser dorsale 
Bereich bildet lateral die Rautenlippen „rhombic lips“ ( = Neuroepithel), die sich in der 
Mitte zur Kleinhirnplatte vereinen, aus der seitlich die Hemisphären und zentral der 
Wurm (Vermis) hervorgehen. Die laterale Lage der Rautenlippen resultiert aus dem 
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unvollständigen Schluss des Neuralrohres im Zusammenhang mit dessen Abbiegen 
um den Kleinhirnbrückenwinkel (Alder, 1996). Somit entsteht eine Öffnung und die 
Zellen, die ursprünglich in der dorsalen Mittellinie lokalisiert waren, verlagern sich 
nach lateral. Die cerebelläre Anlage ist im anterioren Bereich vom Isthmus und im 
posterioren Bereich vom Plexus chorioideus flankiert (Goldowitz, 1998). Die 
Kleinhirnmatrix besteht anfänglich aus einer ventrikulären neuroepithelialen Zone 
und aus einem mehr caudal gelegenen Trigonum germinativum (Keimbereich), das 
anterior vor dem Plexus chorioideus liegt. Das Kleinhirn ist insofern eine 
außergewöhnliche Struktur, als die neuronalen Populationen zwei verschiedenen 
germinativen Zonen entstammen. Die Vorläuferzellen der tiefen Nuclei werden in 
dem Trigonum germinativum zuerst generiert (Altman 1997). Danach folgen die 
Vorläuferzellen der „EGL“ (External Germinal Layer) um den Zeitpunkt E10-12, aus 
dem nur eine Sorte von Neuronen entsteht: die Körnerzellen (Hallonet 1990). Erst 
später (E11-13) verlassen die Purkinje-Zellen diesen Bereich und siedeln sich 
entlang des Bergmann Glia-Systems in einem breitem Band unter den 
postmitotischen Vorläuferzellen der EGL an (Misson 1988), wo sie vorerst bis nach 
der Geburt bleiben. Die Bergmann Glia entsteht zum einen aus Vorläuferzellen der 
ventrikulären Zone (Rakic 1971), zum anderen aus Derivaten der EGL (Sievers 
1994). 
Die Vorläuferzellen der EGL wandern über die cerebelläre Oberfläche und bilden den 
oben genannten zweiten Keimbereich (Miale 1961). Nach der Geburt expandiert 
diese Zone, ausgehend von einer einlagigen Schicht, zu einer Schicht aus 8 
Zelllagen (Fujita 1966). Während dieser Zeit entstehen die Golgi-Zellen im sich 
verkleinernden ventrikulären Neuroepithel. Durch eine massive Mitoseaktivität in der 
äußeren EGL, die bis P21 stattfindet, kommt es zur Expansion der Oberfläche des 
Kleinhirns, welche sich dadurch faltet. Die Körnerzellen sind die am häufigsten 
vorkommenden Neuronen im Kleinhirn und es wird vermutet, dass die Kinetik ihrer 
Entstehung eine entscheidende Rolle bei der Größenentwicklung und bei der 
Furchung spielt (Yang 1996, Millen 1995, Millen 1994, Huard 1999). Weiterhin nimmt 
man an, dass die Purkinje-Zellen sich durch diese Ausdehnung der 
Kleinhirnoberfläche nicht mehr in einem Multi- sondern in einem Monolayer 
anordnen. Die postmitotischen (innerer Teil der EGL) Körnerzellen der EGL wandern 
mit Hilfe der Bergmann Glia radial nach innen an den Purkinje-Zellen vorbei in den 
darunter liegenden Kleinhirncortex ein, so dass sich eine innere Körnerzellschicht 
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(IGL/ Inner Granular Layer) formiert. Gleichzeitig entstehen auch die Korb- und 
Sternzellen und lagern sich in der ventrikulären Zone ab (Zhang 1996). Später 
besiedeln sie das Str. molekulare. Nach der dritten postnatalen Woche ist die 
Proliferation aller Vorläufer der Körnerzellen abgeschlossen und durch die nach 
innen gerichtete Migration verschwindet die EGL, wird durch das Str. moleculare 
ersetzt und es entsteht aus der IGL das Str. granulare. 
 
A: Im Kleinhirn entsteht neben der Ventrikulären
Zone (VZ), aus der die spätere Purkinje Zellschicht 
(PZ) hervorgeht, eine zweite Proliferationszone im 
Bereich der Rautenlippe (RL). Mitotisch aktive 
Stammzellen wandern (      ) zur pialen Oberfläche, 
um sich anschließend tangential in direktem Kontakt 
zur Leptomeninx (LM) auszubreiten.
B: Die äußere Keimzellschicht (EGL) besteht
aus einer äußeren proliferativen, einer inneren
prämigratorischen und einer einer migratorischen
Zone von postmitotischen Zellen. Letztere verlassen 
den EGL und migrieren durch die PZ-Schicht
hindurch, unterhalb derer sie die innere 
Körnerzellschicht bilden (IGL).
C: Am Ende der Entwicklung zeigt das Kleinhirn die 
typische Dreischichtung von Molekularzellschicht, 
Purkinje-Zellschicht und innerer Körnerzellschicht. 
Die radialen Bergmann-Glia Fasern, die als 
Migrationssubstrat dienen, differenzieren sich zu 
Astrozyten oder gehen zugrunde.
VZ
PZ
EGL
LM
RL
A
PZ
IGL
B
IGL
PZ
MZ
C
 
Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der Entwicklung der Kleinhirnanlage 
2.3.3 Genetische Regulation 
Mit der Analyse von natürlich vorkommenden sowie induzierten Mutationen ist das 
Verständnis für die Gene und ihre Funktion in der Kleinhirnentwicklung gewachsen. 
In der Abbildung 2.7 werden einige wichtige Gene in Zusammenhang mit der 
Entwicklung des Kleinhirns gezeigt. In der Diskussion wird näher auf einige der Gene 
sowie die dazu gehörigen Knockout-Modelle eingegangen. 
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Abbildung 2.7: Übersicht über Entwicklung des Kleinhirns und dafür verantwortliche Gene 
(Modifiziert nach Goldowitz 1998) 
 
2.4 Das Knockout- Modell 
2.4.1 Cre/lox-Technologie 
Das Ausschalten eines Gens in sämtlichen Geweben, um seine Bedeutung 
untersuchen zu können, geht oft mit frühem embryonalem Tod einher. Damit lässt 
sich seine Funktion im adulten Tier nicht untersuchen und für biochemische Analysen 
im Embryo steht wenig Gewebsmaterial zur Verfügung. Um dies zu umgehen, wird 
die Methode des Ausschaltens eines Gens in einem bestimmten Gewebe zu einem 
bestimmten Zeitpunkt genutzt. Diese Methode nennt man konditionalen Knockout. 
Die inzwischen gut etablierte Cre/loxP-Technologie ist eine Möglichkeit konditionale 
Mutationen zu erzeugen, indem das Enzym Cre-Rekombinase durch einen Promotor 
der Wahl zell- oder gewebespezifisch exprimiert wird, um so die Erforschung der 
gewebespezifischen Aufgabe eines Genprodukts zu ermöglichen (Sternberg 1981, 
Abremski 1981, Sauer 1988). Die Problematik der frühen Lethalität und die daraus 
Einleitung  23 
entstehenden Untersuchungsschwierigkeiten entstand auch bei den Txnrd1-
defizienten Embryonen, die mit einer deleter-Cre transgenen Maus generiert wurden, 
da deleter-Cre für die Ausschaltung des von Txnrd1 in allen Geweben sorgte 
(Jakupoglu 2005). Durch das Fehlen von Txnrd1 in sämtlichen Geweben blieb die 
Embryonalentwicklung bis E8,5 normal, ab E9,5 kam es jedoch zu embryonaler 
Lethalität. Die Tiere zeigten eine hochgradige Entwicklungsretardation, da der 
Neuralrohrschluss am kranialen Pol nicht vollzogen wurde und man keine eindeutige 
Einteilung der embryonalen Körperachse in Kopf, Rumpf und Schwanz erkennen 
konnte. Die Organogenese war gestört wie z.B. durch das Fehlen von Somiten und 
eine Missbildung am kaudalen Körperende. Die bereits beschriebene Tatsache, dass 
der Selengehalt im Gehirn bei Selenmangel kaum absinkt und die Thioredoxin 
Reduktase 1- Aktivität nicht sinkt, legt die Vermutung nahe, dass Thioredoxin 
Reduktase 1 eine essentielle Rolle in der Gehirnentwicklung haben könnte. Daher 
fiel für eine postnatale Untersuchung des Knockout-Tieres die Wahl auf die 
Etablierung eines gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout Tieres. 
Durch Gene-Targeting wurde ein essentieller Teil des Txnrd1-Gens mit zwei Cre-
Erkennungssequenzen (loxP-site) flankiert. Man nennt ein solches Allel auch 
„gefloxtes“ Allel vom englischen „flanked by loxP sites“. Wenn diese Tiere zusätzlich 
für eine zellspezifisch exprimierte Cre-Rekombinase transgen sind, wird das Gen in 
der spezifischen Zelllinie einen Knockout darstellen (Tsien 1996), außerhalb der 
spezifischen Zelllinie hingegen funktionsfähig sein. 
Das Enzym Cre-Rekombinase („causes recombination“; 38 kDa), das aus dem 
Bakteriophagen P1 (Austin 1981) stammt, katalysiert dabei effizient die 
intramolekulare Rekombination der „loxP-sites“ („locus of crossing over [x] of P1 
recombinase“; 34 bp lang). Wenn beide loxP-Sites die gleiche 5´-3´- Orientierung in 
einer cis-Lokalisation haben, wird durch Aktivität der Cre-Rekombinase das 
dazwischen liegende Stück DNA deletiert. 
 
2.4.2 Gene Targeting-Strategie für das Txnrd1 Gen 
Bei der Generierung des konditionalen Gene-Targeting-Konstruktes für Thioredoxin 
Reduktase1 wurde zunächst der zu inaktivierende DNA-Abschnitt der Txnrd1 mit 
Hilfe eines Gene targeting Vektors in ES-Zellen von loxP-Erkennungssequenzen 
flankiert („gefloxt“). Als Zwischenprodukt erhält man einen „gefloxten“ Genlokus.       
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In einem zweiten Schritt wird die „gefloxte“ Mauslinie mit Cre-Rekombinase 
transgenen Tieren verpaart (Gu 1994). Die Nachkommen dieser Kreuzung 
inaktivieren das zu untersuchende Gen in Abhängigkeit von der gewebespezifischen 
Expression der Cre-Rekombinase. Die in dieser Arbeit zu analysierenden, 
konditionale Txnrd1-Knockout- Maus wurde von Cemile Jakupoglu 2003 (Dissertation 
an der Tierärztlichen Fakultät LMU München 2003) etabliert. 
Das Gen für Thioredoxin Reduktase 1 besteht aus 15 Exons (MGI ID:1354175; 
http://www.informatics.jax.org/). Exon 15 besteht aus einem Protein-kodierenden Teil 
sowie aus einem nicht-kodierenden Teil. Im kodierenden Bereich ist das UGA-Triplett 
zu finden, das für Selenocystein kodiert und für die Funktion des Gens essentiell ist. 
Der nicht-kodierenden Teil enthält das SECIS-Element und das poly-A-Signal für 
Terminierung der Transkription. Zusätzlich befinden sich dort auch RNA-Elemente 
mit regulatorischer Funktion, die für die Stabilität der Txnrd1-mRNA von Bedeutung 
sind (Gasdaska 1999). Da Exon 15 ein funktionell für Thioredoxin Reduktase 1 
wichtiger Genbereich ist, wurde es durch die bereits oben beschriebene Strategie 
ausgeschaltet. 
 
Abbildung 2.8: Txnrd1 Targeting Strategie (modifiziert nach Jakupoglu 2005) 
Schematische Darstellung des murinen Txnrd1 Gens (nur Exon 12 bis 15). (A) WT Allel. (B) Targeting 
Konstrukt. (C) gefloxtes Allel. (D) Knockout Allel. Exon 15 beherbergt das Condon UGA für Secys 
(Stern), das SECIS Element, AU-reiche Elemente und das Terminierungssignal für die Transkription. 
LoxP-Stellen (ausgefüllte Dreiecke) umgeben Exon 15, Frt-Stellen umgeben die Neomycin-Kassette 
(weiße Dreiecke). TK, Thymidinkinase. 
 
2.4.3 Nestin als Promotor 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Analyse einer konditionalen Mutante, 
bei der das Cre-Gen unter die Kontrolle des Promotors des Nestin-Gens gestellt 
wurde. Zusätzlich wurde der im zweiten Intron befindliche, für das Nervensystem 
spezifische Enhancer benutzt (Tronche 1999). Nestin ist ein Intermediärfilament- 
A 
B 
C 
D 
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Protein, welches bei der Maus in der Embryonalentwicklung ab dem 9. Tag in 
neuronalen, glialen und muskulären Vorläuferzellen exprimiert wird. Der Enhancer im 
zweiten Intron des Nestin-Gens ist nur in Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS) 
aktiv (Zimmerman 1994). Die Nestin Expression wird dabei beim Übergang von 
proliferierenden Stammzellen zu postmitotischen Neuronen herunter reguliert. In 
pathologischen Situationen wie z.B. in einer Glia-Narbe nach einer ZNS-Läsion wird 
Nestin reinduziert werden. Seine genaue Rolle ist noch nicht bekannt, eine Funktion 
in der Regulation des Zusammen- und Abbaus von Intermediärfilamenten wird 
jedoch angenommen (Michalczyk 2005). Graus-Porta et al. haben im Jahr 2001 die 
Nestin-Cre Maus mit Hilfe von LacZ in vivo und in vitro charakterisiert: in den frühen 
embryonalen Stadien (E10,5) zeigte das gesamte Neuralrohr Nestin-abhängige 
Färbung. Im Stadium E12,5 war in sagittalen Gehirnschnitten Expression in der 
kortikalen Wand des Cerebrums und in den ventrikulären Neuroepithelien zu sehen, 
wobei Blutgefäße und Meningen negativ waren. Das gleiche Muster, das heißt 
Nestin-Positivität sowohl in Glia als auch in Neuronen, wurde auch im Zeitraum 
zwischen E15,5 und P7 im Cerebellum gesehen. Dabei war in den in-Situ 
Hybridisierungsexperimenten von Dahlstrand 1995 das Signal im Cerebellum viel 
stärker als im Cerebrum. Ähnliche Ergebnisse hat Yang 1997 in seinen 
Expressionsuntersuchungen erzielt: die höchste Expression von Nestin fand er in der 
Maus am Tag E14 im Cerebrum und P5 in Cerebellum. Zimmerman (1994) hat diese 
Expression in Cerebellum genauer beschrieben, und zwar sah er die Nestin-
Expression im EGL des sich noch postnatal entwickelnden Kleinhirns. Da eine 
mitotische Aktivität im Cerebrum von radialer – und von Bergmann Glia im 
Cerebellum besteht (Misson 1988, Sotelo 1994, Gaiano 2002), werden die Glia-
Zellen als Teil der ZNS-Vorläufer Population vorgeschlagen (McKay 1989, Noctor 
2001, Doetsch 1999). Die sehr effiziente Wirkung sowie die Beschränkung der Cre-
Rekombinase Aktivität des Nestin-Cre-transgenen Mausstammes auf das 
Nervensystem gilt als erwiesen (Knoepfler 2002). Dadurch ist es möglich, die 
Funktion von Txnrd1 in der Gehirnentwicklung zu studieren. Da Nestin in 
proliferierenden Stammzellen exprimiert wird, das heißt zu einem frühen Zeitpunkt 
der Gehirnentwicklung und weil Stammzellen Vorgänger aller Neuronen sind, wird es 
von großem Interesse sein, mit Hilfe der Cre/Lox-Technologie durch die die Nestin-
Aktivität an Thioredoxin Reduktase1 gekoppelt wird, zu untersuchen, ob Thioredoxin 
Reduktase 1 in allen Zelltypen im gesamten ZNS die gleiche Rolle spielt. 
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3 Fragestellung der vorliegenden Arbeit 
 
Grundlage dieser Arbeit bildet das von Cemile Jakupoglu (Jakupoglu 2003) etablierte 
Knockout Mausmodell für das Selenoprotein Thioredoxin Reduktase1 (Txnrd1). Die 
Tatsache, dass die Aktivität des Enzyms bei Selenmangel nicht absinkt, hatte 
vermuten lassen, dass dieses Enzym eine zentrale Rolle im Gehirn spielt. Dies 
wurde durch eine phänotypische Anomalie der Kleinhirn-Entwicklung in den 
Knockout-Tieren bestätigt. Die Inaktivierung von Txnrd1 mit Hilfe von Nestin-Cre in 
neuronalen Vorläuferzellen und deren Folgen auf die Gehirnentwicklung sowie die 
Mechanismen der Fehlentwicklung des Kleinhirns sollten in dieser Arbeit durch 
Analysen zu embryologischen und postnatalen Zeitpunkten erarbeitet werden. Ob 
der Phänotyp der Knockout-Tiere durch ein allgemeines dysmorpho-genetisches 
Prinzip entsteht oder durch Funktionsverlust nur bestimmter Zellsorten wird ein 
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit sein. 
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4 Material 
4.1 Chemikalien 
Agarose       Biozym, Hess. Oldendorf 
Ampuwa      Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg 
Borsäure      Carl Roth + Co KG, Karlsruhe 
Chloroform p.a.     NeoLab GmbH, Heidelberg 
dNTP-Mix      Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Diethylether      Merck KGaA, Darmstadt 
DNA-Größenstandard, 100 bp   Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
DNA-6x-Ladepuffer     Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Eisessig      Merck KGaA, Darmstadt 
Ethanol p. a.      Merck KGaA, Darmstadt 
Ethidiumbromid      Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 
EDTA       Carl Roth + Co KG, Karlsruhe 
Isopropanol p.a.     Merck KGaA, Darmstadt 
NaCl       Carl Roth + Co KG, Karlsruhe 
SDS       NeoLab GmbH, Heidelberg 
Phenol-Guanidiniumthiocyanat-Lösung  peqlab GmbH, Erlangen 
PBS       Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe 
RotiPhenol/Chloroform/Isoamylalkohol  Carl Roth + Co KG, Karlsruhe 
Tris       Merck KGaA, Darmstadt 
Xylol       Merck KGaA, Darmstadt 
 
4.2 Enzyme 
Proteinase K      peqLab GmbH, Erlangen 
Taq Polymerase     Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
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4.3 Verbrauchsmaterialien und Kits 
ApopTag Peroxidase Kit    Chemicon/Millipore, Schwalbach 
DNase Kit, M6101     Promega GmbH, Mannheim 
PCR Kit      Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Reverse Transcription System A3500  Promega GmbH, Mannheim 
 
4.4 Desoxy-Oligonukleotide 
Bezeichnung Sequenz 5´- 3´ Verwendung 
OligoTR1floxf1 TCC ACC TCA CAG GAG TGA TCC C Genotypisierung 
OligoTR1floxr1 TGC CTA AAG ATG AAC TCG CAG C Genotypisierung 
OligoCreD CAC GAC CAA GTG ACA GCA ATG CTG Genotypisierung 
OligoCreE CAG GTA GTT ATT CGG ATC ATC AGC Genotypisierung 
GAPDH 1 CTC ACT CAA GAT TGT CAG CAA TG RT-PCR, Northern 
Blot 
GAPDH 2 GAG GGA GAT GCT CAG TGT TGG RT-PCR, Northern 
Blot 
Txnrd1 59f CGA AGA CAC AGT GAA GCA TGA CTG 
GG 
RT-PCR 
Txnrd1 60r  TCC CCT CCA GGA TGT CAC CGA TGG 
CG 
RT-PCR 
Txnrd1 E13f TTG GCC ATT GGA ATG GAC AGT CC RT-PCR 
Txnrd1 E15r AGC ACC TTG AAT TGG CGC CTA GG RT-PCR 
Oligo Adcy f1 AGT GGA TGT CAG ACT ACG GCT G Northern Blot 
Oligo Adcy r1 TGC GAG CAC CGA TCA CTC CAG C Northern Blot 
Oligo Agt f1 CTG CCT GGA GTC CAT GAA TTC TG Northern Blot 
Oligo Agt r1 CAC ATC CAG TGC CTC CGG TGA G Northern Blot 
Oligo SelW f1 GTT CGA GTC GTG TAT TGT GGA G Northern Blot 
Oligo SelW r1 CAC AGC CAG AAT CCA TCT CTG G Northern Blot 
Oligo Zic1 f1 CCG CGA TCC GAG CAC TAT GCT G Northern Blot 
Oligo Zic1 r1 CGT GTA GGA CTT ATC GCA CAT C Northern Blot 
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4.5 Material für Histologie und Immunhistochemie 
ABC-Kit      Vector Labs, Ohio USA 
Bovines Serum Albumin    MP Biomedicals, Eschwege 
BrdU       MP Biomedicals, Eschwege 
Citronensäure     NeoLab GmbH, Heidelberg 
DAB-Kit      Vector Labs, Ohio USA 
Deckgläser      Carl Roth + Co KG, Karlsruhe 
Einbettkassetten     Carl Roth + Co KG, Karlsruhe 
Eosin       Carl Roth + Co KG, Karlsruhe 
Formaldehyd, 37%     Merck KGaA, Darmstadt 
H2O2       Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 
Hämatoxylin      Carl Roth + Co KG, Karlsruhe 
Methanol p.a.     Merck KGaA, Darmstadt 
M.O.M.-Kit      Vector Labs, Ohio USA 
Paraffin (ohne DMSO)    Merck KGaA, Darmstadt 
PFA       Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 
Pikrinsäure      Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 
RotiHistokit II     Carl Roth + Co KG, Karlsruhe 
Superfrost Plus Objektträger   Menzel-Gläser, Braunschweig 
Tri-Natriumzitrat-Dihydrat    NeoLab GmbH, Heidelberg
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4.6 Antikörper für Immunohistochemie 
Tabelle 4.1: Primäre Antiköper 
Antikörper Hersteller Quelle 
Proliferationsmarker   
anti-BrdU (monokl.) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim Maus 
anti-PCNA (monokl.) Dako Deutschland GmbH, Hamburg Maus 
anti-PH3 (polykl.) Cell signaling, Neb GmbH, Frankfurt a. M. Kaninchen 
   
Zellzyklusmarker   
anti-Cyclin D2 (polykl.) Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg Kaninchen 
anti-p21 (polykl.) Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg Kaninchen 
   
Zellspezifische Marker   
anti-Calbindin (polykl.) Chemicon/ Millipore GmbH, Schwalbach Kaninchen 
anti-GAD67 (monkl.) Chemicon/ Millipore GmbH, Schwalbach Maus 
anti-GFAP (monokl.) Chemicon/ Millipore GmbH, Schwalbach  Maus 
anti-vGlut1 (polykl.) Chemicon/ Millipore GmbH, Schwalbach Meerschwein 
anti-Nestin (monokl.) Chemicon/ Millipore GmbH, Schwalbach Maus 
anti-NeuN (monokl.) Chemicon/ Millipore GmbH, Schwalbach Maus 
   
Apoptosemarker   
anti-digoxigenin Chemicon/ Millipore GmbH, Schwalbach  
 
Tabelle 4.2: Sekundäre Antikörper 
Antikörper Hersteller Quelle 
anti-Kaninchen biot. Vector Labs, Ohio USA Ziege 
anti-Maus biot. Vector Labs, Ohio USA Pferd 
anti-Meerschwein biot. Vector Labs, Ohio USA Ziege 
Material  31 
4.7 Material für Western Blot 
Acrylamid-Mix     SERVA GmbH, Heidelberg 
Ammoniumpersulfat 10%    MP Biomedicals, Eschwege 
Anti-Maus, W402B     Promega GmbH, Mannheim 
Blotting Membran, Hybond ECL   Amersham/ GE Healthcare, München 
Blotting Papier, #1703966    Bio-Rad Labs GmbH, München 
Bromphenolblau, 1%    Fluka/Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 
DC Protein Assay     Bio-Rad Labs GmbH, München 
ECL-Kit, RPN 2106     Amersham/ GE Healthcare, München 
Essigsäure p.a.     Merck KGaA, Darmstadt 
Glycin p.a.      NeoLab GmbH, Heidelberg 
Glyzerin      Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 
Hyperfilm-ECL, RPN 3103K   Amersham/ GE Healthcare, München 
2-Mercaptoethanol p.a.    NeoLab GmbH, Heidelberg 
Milchpulver      Carl Roth + Co KG, Karlsruhe 
Ponceau S      Carl Roth + Co KG, Karlsruhe 
Protease Inhibitor Cocktail    Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Proteinstandard, #10748-010   Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Sukrose      Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 
TEMED      Fluka/Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 
Tween 20      NeoLab GmbH, Heidelberg 
Txnrd1-Antikörper, LF-PA0023   Labfrontier, Seoul Korea 
Ziege anti-Kaninchen, #170-6515  Bio-Rad Labs GmbH, München 
 
4.8 Material für Northern Blot 
Formaldehyd 37%     Merck KGaA, Darmstadt  
Hybond N+ Membran    Amersham/ GE Healthcare, München 
Hyper Film      Amersham/ GE Healthcare, München 
Microspin-Columns G50    Amersham/ GE Healthcare, München 
MOPS      NeoLab GmbH, Heidelberg 
Natrium-Azetat     Sigma-Aldrich GmbH, Seelze  
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  Merck KGaA, Darmstadt  
αP32-dCTP      Amersham/ GE Healthcare, München 
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PCR Purification Kit, # 28104   Qiagen GmbH, Hilden 
Random prime labelling Kit   Amersham/ GE Healthcare, München 
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5 Methoden 
5.1 Zucht der Mauslinien und äußere Beobachtung der Tiere 
5.1.1 Tierhaltung und Hygienestatus 
Die Zucht der Tiere findet in den Tierräumen des Biologikums (GSF, Neuherberg) 
statt. Pro Käfig (Typ II Polycarbonat) werden maximal 5 Tiere auf Labortiereinstreu 
(Lignocel 3-4, Rettenmaier, Rosenberg) gehalten, die einmal wöchentlich gewechselt 
wird. Die Tiere werden mit einer Standarddiät (Altromin 1314) ad libitum gefüttert und 
erhalten durch 0,2 µm filtriertes teilentmineralisiertes Wasser ad libitum. Die Haltung 
der Tiere erfolgt unter standardisierten klimatischen Bedingungen. 
 
Tabelle 5.1: Haltungsbedingungen der Versuchstiere 
Raumtemperatur 21 (+/- 1) °C 
Relative Luftfeuchtigkeit 55 (+/- 5) % 
Luftwechselrate 15-20/ Stunde, gefilterte Zuluft 
Lichtzyklus 12 Stunden 
 
Die Werte werden konstant überwacht und aufgezeichnet. Die Versuchstiere werden 
in einer SPF (Spezifiziert pathogen frei) -Barrierehaltung gehalten und ihr 
Hygienestatus nach den aktuellen Richtlinien der Federation of European Laboratory 
Animal Science Associations („FELASA“) regelmäßig im dreimonatigen Abstand 
untersucht (Nicklas 2002). Die hygienische Einheit, in der die Mause gehalten 
wurden, war während der hier beschriebenen Untersuchungen frei von allen in der 
FELASA-Richtlinie gelisteten Mauspathogenen bis auf Maus Hepatitisvirus („MHV“; 
erster Test für MHV-spezifische Antikörper in August 2005), Helicobacter spp. sowie 
gastrointestinale Helminthen (Syphacia spp.) ebenso in August 2005. Die Mäuse 
wurden mit Fenbendazol behandelt. Bei darauf folgenden Untersuchungen wurden 
keine Helminthen festgestellt. 
 
5.1.2 Zur Zucht verwendete Mausstämme 
Die in dieser Arbeit zu analysierenden, konditionalen Thioredoxin Reduktase 1-
Knockout Mäuse wurden von Cemile Jakupoglu (Jakupoglu, 2005) etabliert. Das 
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Knockout-Modell sowie Cre/lox-Technologie und Gene Targeting-Strategie sind 
bereits in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben worden. Hier soll lediglich das 
Zuchtschema dargestellt werden.  
 
Txnrd 1
Txnrd 1 Nestin Cre
Txnrd 1
Txnrd 1 Nestin Cre
Txnrd 1
Txnrd 1
Nestin Cre
 
Abbildung 5.1: Zuchtschema. Tiere, die homozygot eine LoxP-Flankierung ( ) des Exon 15 der 
Thioredoxin Reduktase 1 tragen werden mit Cre-Transgenen Mäusen verpaart, in denen die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des Nestin- Promoters steht. Aus der F1-Generation werden die 
Tiere weiter zur Zucht verwendet, die sowohl das Nestin-Cre-Transgen als auch heterozygot eine 
LoxP-Flankierung tragen. Diese Tiere werden nochmals mit einem homozygot LoxP-flankierten 
Thioredoxin Reduktase1 Maus verpaart. In der F2-Generation geht die Knockout-Maus mit 25% 
Wahrscheinlichkeit hervor, die homozygot LoxP-flankiert ist und das Nestin-Cre-Transgen trägt. 
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5.1.3 Zuchttest der Knockout-Mäuse 
Es wurden zwei Zuchtpaare angesetzt, um das Verpaarungsvermögen der Knockout-
Tiere zu untersuchen. Bei einem Zuchtpaar war das weibliche Tier ein Knockout, bei 
dem anderen Zuchtpaar war das männliche Tier ein Knockout. Der jeweilige 
Zuchtpartner war eine Maus der C57Bl/6J-Inzuchtlinie (Fa. Charles River). 
 
5.1.4 Genotypisierung der Mausstämme 
Die Genotypisierung der Tiere sowie der Embryonen erfolgte mittels PCR 
(Polymerase Chain Reaction), bei der die zu untersuchende Gensequenzen 
vervielfältigt und anschließend zur Auswertung gelelektrophoretisch aufgetrennt 
wurden. 
 
5.1.5 DNA-Isolierung aus Schwanzspitzen 
Reagenzien 
Lyse-Puffer:  10 mM Tris/HCl pH 7,6 
  10 mM EDTA pH 8,0 
  10 mM NaCl 
  0,5 % SDS 
  200 µg/ml Proteinase K 
Phenol-Chloroform 
TE-Puffer:  10 mM Tris/HCl pH 7,5 
  1 mM EDTA 
 
Für die Genotypisierung der Mäuse wurden etwa 0,3 cm lange Schwanzspitzen-
Proben entnommen, in 350 µl Lyse-Puffer über Nacht bei 55°C unter Schütteln 
inkubiert. Nach vollständiger Lyse des Gewebes wurden 350 µl Phenol-Chloroform 
zugefügt, stark gemischt und 6 min bei 15700 g und Raumtemperatur zentrifugiert. 
Anschließend wurden 200 µl aus der oberen, wässrigen Phase zur Fällung der DNA 
mit 500 µl eines bereits vorbereiteten Ethanol/NaCl-Gemisches (15 µl NaCl 5M pro 1 
ml 100% Ethanol) vermischt. Nach 10 min Zentrifugation bei 16060 g und 4°C wurde 
der Überstand verworfen und das DNA-Pellet zweifach mit 70% Ethanol gewaschen, 
luftgetrocknet, in 75 µl TE-Puffer gelöst und bei 4°C aufbewahrt. 
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5.1.6 Standard PCR-Bedingungen 
Bei der routinemäßigen Genotypisierung der Mäuse mittels PCR wurde jeweils 1 µl 
isolierte DNA pro 25 µl Standard-Reaktionsansatz verwendet. Die Konzentrationen 
der für die PCR notwendigen Komponenten wurden für den Reaktionsansatz gemäß 
den Angaben der Hersteller eingestellt: 
Aqua dest.     14 µl 
dNTP-Mix (1 mM)   5 µl 
Forward-5´ Primer (5 µM)  1,5 µl 
Reverse-3´ Primer (5 µM)  1,5 µl 
10x PCR Puffer (ohne MgCl2) 2,5 µl 
MgCl2 (50 mM)   1,5 µl 
Taq-Polymerase (5 U/µl)  0,1 µl 
 
Die PCR wurde in einem Thermocycler (Whatman Biometra, T1) nach folgendem 
Standard-Schema durchgeführt und wurde bezüglich der Annealing-Temperatur 
entsprechend den Schmelzeigenschaften der Primer und bezüglich der 
Elongationszeit entsprechend der zu erwartenden PCR-Produktgröße eingestellt: 
 
Tabelle 5.2: Standard PCR-Schema 
1 Zyklus 35 Zyklen 1 Zyklus  
Hot start Denaturierung Annealing Elongation Finale 
Elongation 
Kühlen 
5 min 
95°C 
20 sec 
95°C 
20 sec 
59-68°C 
10 sec/100bp 
Produkt 72°C
7 min 
72 °C 
4°C 
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5.1.7 Gel-Elektrophorese 
Reagenzien 
50x TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer:   242 g Tris 
       57,1 ml Eisessig 
       18,6 g EDTA 
       Ad 1000 ml Aqua dest. 
10x TBE (Tris-Borat-EDTA)-Puffer:  107,8 g Tris 
       55,03 g Borsäure 
       43,84 g EDTA 
       Ad 1000 ml Aqua dest. 
 
Für die Auswertung wurden 10 µl des PCR-Amplifikats zunächst mit 3 µl 6x DNA-
Ladepuffer vermischt und auf ein frisch hergestelltes 1%-iges Agarose-Gel (w/v, in 1x 
TAE; 0,5 µg/ml Ethidiumbromid) aufgetragen. Für Banden kleiner als 300 bp wurde 
ein 2%-iges Gel (w/v, 1x TBE) verwendet. Zum Größenvergleich der Banden wurden 
3 µl eines 100 bp DNA-Größenstandards geladen. Die Auftrennung erfolgte in 1x 
TAE- bzw. in 1x TBE-Puffer bei einer Spannung von 110 V. Die Gele wurden nach 
der Elektrophorese mit Hilfe eines Geldokumentationssystems Typ V028277 (Vilber 
Lourmat, Eberhardzell) aufgenommen, ausgedruckt und ausgewertet. 
 
5.1.8 Postnatale Körpergewichtsentwicklung 
Mindestens 2 Knockout-Tiere und mindestens 2 Kontroll-Tiere wurden an 
postnatalen Tag (P) 7, P14, P21 und P28 gewogen. Das Gewicht wurde in g 
gemessen. 
 
5.1.9 Pole-Test der Koordination 
Für diesen Versuch wurden 14 Wildtyp-Tiere und 14 Knockout-Tiere, die alle adult 
waren (älter als 6 Wochen) getestet. Eine 50 cm Edelstahl-Gewindestab mit 1 cm 
Diameter war auf einer Edelstahlplatte befestigt. Auf der Platte war Labortiereinstreu 
verteilt. Die Tiere wurden einen Tag vor Versuchsbeginn an das Gerät gewöhnt. Zur 
Prüfung der Koordination wurde jedes Tier mit dem Kopf nach unten an der Spitze 
des Stabes positioniert. In je 5 Versuchen wurde die Zeit in s gemessen bis das Tier 
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die Stange heruntergeklettert war und den Boden mit allen Pfoten erreicht hatte. Bei 
Herunterfallen oder -gleiten des Tieres wurden 120 s eingetragen. 
 
 
5.2 Histologie 
5.2.1 Verwendetes Probenmaterial 
Für die pränatalen Untersuchungen wurden Embryonen zu den Zeitpunkten 
embryonaler Tag 11,5 (E11,5); 15,5 (E15,5) und 18,5 (E18,5) verwendet. Zur 
Feststellung des Gestationsstadiums wurden täglich morgens Vaginal-Pfropf-
Kontrollen an den Muttertieren durchgeführt, die ein Indikator für eine 
vorangegangene Kopulation sind. Für die postnatalen Untersuchungen wurden die 
Gehirne von Tieren an P (postnataler Tag) 0, P7, P14 und P21 verwendet. Für 
Untersuchungen auf Altersdegeneration wurden Gehirne von Tieren im Alter von 
zwei Jahren verwendet. 
 
5.2.2 Präparation und Fixation der Gewebe und der Embryonen 
Reagenzien 
 
Bouin´sche Lösung:  20 ml Pikrinsäure, gesättigt 
     5 ml Formaldehyd, 37% 
     1 ml Eisessig 
 
An dem zu untersuchende Gestationstag wurde das Muttertier durch zervikale 
Dislokalisation euthanasiert. Muttertiere, deren Embryonen zusätzlich für die 
immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper anti-5´-Bromo-2´-Deoxyuridin 
(BrdU) vorgesehen waren, wurden 1,5 h vor Euthanasie intraperitoneal mit  
100 mg/kg Körpergewicht BrdU injiziert. Der Uterus wurde entnommen und in 
sterilem PBS gewaschen. Der Uterus wurde vorsichtig zwischen den Plazentomen 
durchgeschnitten und durch Öffnen der Embryonalhüllen wurden die Embryonen 
vollständig aus Deciduum und Dottersack isoliert. Anschließend wurde den 
Embryonen ein 0,3 cm langes Schwanzstück abgetrennt, das für die DNA-Isolierung 
und Genotypisierung benutzt wurde. Für die Präparation der Gehirne zum 
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postnatalen Zeitpunkt wurden die Tiere zunächst mit Diethylether narkotisiert, um 
dann durch Decapitation getötet zu werden. Die Schädeldecke wurde entfernt und 
das Gehirn vorsichtig heraus präpariert. Die Fixation von Embryonen sowie 
postnatalen Gehirnen erfolgte über Nacht bei 4°C in 4% PFA/PBS oder in 
Bouin´scher Lösung. Für die In Situ-Aufnahmen wurde ein Stereomikroskop Typ 
SV11 (Zeiss, Oberkochen) verwendet. Anschließend wurden die fixierten Gewebe in 
70% Ethanol gewaschen und bis zur Einbettung in Paraffin darin aufbewahrt. 
 
5.2.3 Anfertigen von Paraffinschnitten 
Die Einbettung der fixierten Gewebe begann nach der Überführung in 
Einbettkassetten mit der Entwässerung durch eine aufsteigende Alkoholreihe nach 
dem folgenden Schema: 
 
Tabelle 5.3: Entwässerungsprogramm 
70% Ethanol 80% Ethanol 96% Ethanol 100% Ethanol Xylol Paraffin 
2h 1h 3h 5h 3h Über Nacht
 
 
Am nächsten Tag wurde das Gewebe mit Hilfe einer Paraffinausgießstation Typ pec 
3003-D (Tespa GmbH, Gießen) in Blöcke gegossen und ausgehärtet. Mit einem 
Rotationsmikrotom Typ HM 355S (Microm, Walldorf) wurden bei den Embryonen  
7 µm und bei den postnatalen Stadien 8 µm dünne Serienschnitte hergestellt. Die 
Schnitte wurden auf Objektträger aufgezogen und über Nacht im Wärmeschrank bei 
50°C getrocknet. Für die Immunhistochemie wurden Superfrost Plus-Objektträger 
verwendet, die durch elektrostatische Kräfte eine bessere Haftung der Schnitte 
gewährleisten. 
 
Die angefertigten Schnitte wurden weiter für Hämatoxylin/Eosin- und 
immunhistochemischen Färbungen verwendet.
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5.2.4 Hämatoxylin/Eosin-Färbung 
Reagenzien: 
Eosin:  2 g Eosinpulver 
  200 µl Aqua dest. 
  600 µl Eisessig  
 
In dieser Übersichtsfärbung heben sich die Zellkerne blau/lila vom restlichen 
rosaroten Gewebe ab. 
Die Paraffinschnitte wurden in Xylol (10 min) entparaffiniert und über eine 
absteigende Alkoholreihe (100% Ethanol 10 min, 95% Ethanol 5 min, 70% Ethanol  
5 min, Aqua dest. 5 min) rehydriert. Nach 5 min Inkubationszeit in Hämatoxylin wurde 
die Färbung durch fließendes Leitungswasser (15 min) gebläut. Der 2-minütigen 
Inkubation in 1% Eosin folgte eine Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe 
(70% Ethanol nur kurz, 95 % Ethanol 3 min, 100% Ethanol 5 min, Xylol 10 min). Die 
Schnitte wurden mit RotiHistokit II unter Deckgläsern eingedeckelt. 
 
5.3 Immunhistochemie 
Reagenzien: 
Natriumzitratpuffer: 9 ml aus Lösung A 
   41 ml aus Lösung B 
   450 ml Aqua dest. 
Lösung A (0,1 M):  21 g Citronensäure  
   1000 ml Aqua dest. 
Lösung B (0,1 M): 29,4 g Tri-Natriumzitrat-Dihydrat  
   1000 ml Aqua dest. 
 
 
Soweit nicht anders abgegeben wurden die einzelnen Schritte bei Raumtemperatur 
(RT) durchgeführt. Die Paraffinschnitte wurden durch eine absteigende Alkoholreihe 
(Xylol 15 min, 100% Ethanol 10 min, 95% Ethanol 5 min, 70% Ethanol 5 min, Aqua 
dest 10 min) entparaffiniert und rehydriert. Je nach Herstellerangaben des 
verwendeten Antikörpers erfolgte zur Demaskierung des Antigens ein Erhitzen der 
Schnitte mithilfe einer Mikrowelle in 0,01 M Natriumzitratpuffer (pH 6) für mehrere 
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Minuten mit anschliessendem langsamen Abkühlen der Schnitte auf RT. Die 
endogene Aktivität von Peroxidasen wurde durch eine Behandlung mit 
Wasserstoffperoxid (0,3% H2O2 in Methanol, 15 min) inaktiviert. Um unspezifische 
Epitope abzudecken wurden die Schnitte für 30 min mit einer Blocking-Lösung 
präinkubiert (5% Bovines Serum Albumin in PBS für polyklonale Antikörper; M.O.M-
Kit Blocking Solution für monoklonale Maus-anti-Maus Antikörper). Je nach 
Antikörper erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper für 1 h bei 37°C oder bei 
4°C über Nacht in einer feuchten Kammer. Die Verdünnung des Antikörpers erfolgte 
gemäß Herstellerangaben in der Blocking-Lösung. Es folgte zweimal ein 5 minütiges 
Waschen in PBS sowie 5 min Präinkubation mit der Blocking-Lösung. Entsprechend 
dem Primärantikörper folgte die Inkubation mit den Biotin-gekoppelten, sekundären 
Antikörper in der feuchten Kammer für 1 h. Der Sekundärantikörper wurde wie der 
Primärantikörper in Blocking-Lösung verdünnt; Verdünnungsgrad, Inkubationszeit 
und –temperatur wurden gemäß Herstellerangaben durchgeführt. Anschließend 
wurden die Schnitte dreimal 5 min in PBS gewaschen. Zur Detektion des sekundären 
Antikörpers wurde die ABC-Lösung aus dem ABC-Kit verwendet (30 min). Die ABC 
(Avidin-Biotin-Complex)-Lösung besteht aus Avidin und Meerrettich-Peroxidase, die 
zusammen einen Komplex bilden, der an das an den Sekundärantikörper gekoppelte 
Biotin bindet. Nach weiteren Waschschritten (PBS 2 x 5 min, Aqua dest. 5 min) 
erfolgte die Färbereaktion, bei der lösliches Diaminobenzidin durch die Peroxidase 
enzymatisch in einen braunen unlöslichen Farbstoff umgesetzt wird. Nach 
ausreichender Färbung (1-3 min) wurden die Schnitte kurz in Aqua dest. gewaschen, 
zur Gegenfärbung 3 Sekunden in Hämatoxylin getaucht, diese Farbe unter 
Leitungswasser gebläut, dehydriert und eingedeckelt. 
 
 
5.3.1 Apoptose-Detektion 
PFA-fixierte Schnitte von Tieren im Alter von P1 und P7 wurden mit dem ApopTag 
Peroxidase Kit auf Apoptose untersucht. Dabei diente eine Gewebeprobe aus dem 
Hodengewebe eines C57Bl/6-Tiers als Positivkontrolle. Die Paraffinschnitte wurden 
durch eine absteigende Alkoholreihe (Xylol 3 x 5 min, 100% Ethanol 2 x 5 min,  
95% Ethanol 5 min, 70% Ethanol 3 min, PBS 5 min) entparaffiniert und rehydriert. 
Zur Demaskierung des Antigens erfolgte ein Erhitzen der Schnitte mit Hilfe einer 
Mikrowelle in 0,01 M Natriumzitratpuffer (pH 6) für mehrere Minuten und im 
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Anschluss ein 20 minütiges Abkühlen. Die endogene Aktivität von Peroxidasen 
wurde durch eine Behandlung mit Wasserstoffperoxid (3% H2O2 in PBS, 5 min) 
inaktiviert mit zweimaligem Abwaschen je 5 min in PBS. Die Schnitte wurden nach 
der Präinkubation mit „Equilibration Buffer“ (10 Sekunden, RT) für eine Stunde mit 
dem gemäß Herstellerangaben angemischten „Working Strength TdT Enzyme“ bei 
37 °C inkubiert. Um die Reaktion zu beenden, wurde ein „Working Strength 
Stop/Wash Buffer“ für 10 min bei RT verwendet, gefolgt von Waschen in PBS. 
Danach wurden die Schnitte mit dem „Anti-Digoxigenin Conjugate“ bedeckt und für 
30 min in einer feuchten Kammer belassen. Die Entwicklung der Farbreaktion 
geschah nach dem Waschen in PBS durch ein Peroxidase Substrat (3-6 min) und mit 
einer Gegenfärbung in Hämatoxylin. Die Dehydrierung und Eindeckelung der 
Schnitte erfolgte wie unter dem Kapitel Immunhistochemie bereits beschrieben. 
 
5.4 Semiquantitative RT-PCR 
5.4.1 Präparation gesamtzellulärer RNA 
Das Nieren- und Gehirngewebe von Mäusen wurde sofort nach der Präparation in  
1 ml saurer Phenol-Guanidiniumthiocyanat-Lösung (peqGoldTriFast) mit Hilfe eines 
elektrischen Homogenisators vom Typ Ultra Turrax T18 Basic (IKA, Staufen) 
zerkleinert, anschließend zur Phasentrennung in 200 µl Chloroform überführt, 
gründlich durchgemischt und nach 5 min Inkubation bei RT für 7 min mit 15700 g 
zentrifugiert. Die obere Phase wurde vorsichtig abpipettiert, in 500 µl Isopropanol 
gegeben und für 10 min in -80 °C gestellt, um dann für 10 min bei 4°C, 16060 g 
zentrifugiert zu werden. Das entstandene Pellet wurde zweimal mit 70% Ethanol 
gewaschen, kurz luftgetrocknet und in 200 µl RNase-freiem Wasser (Ampuwa) 
gelöst. Für den DNase-Verdau wurde ein Promega-Kit verwendet: je 90 µl RNA-
Lösung wurde mit 10 µl Puffer und 3 µl RNase-freier DNase und für 45 min bei 37°C 
inkubiert. Zur Aufreinigung der RNA wurde nochmals eine Phenol-Chloroform-
Extraktion durchgeführt (siehe oben), dabei wurde aber die Isolierte RNA in 50 µl 
RNase-freiem Wasser gelöst. Anschließend wurde für jede Probe die RNA-
Konzentration bestimmt.
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5.4.2 cDNA-Synthese 
Für die cDNA-Synthese aus RNA wurde das „Reverse Transcription System“ 
verwendet. Dieses System enthält neben dem Enzym „Reverse Transkriptase“ auch 
alle anderen erforderlichen Komponenten. Der Reaktionsansatz wurde gemäß 
Herstellerangaben wie folgt hergestellt: 
 
MgCl2 (25 mM)    4 µl 
Reverse Transkriptions-Puffer 10x 2 µl 
dNTP (10 mM)    2 µl 
RNase Inhibitor (40 U/µl)   0,5 µl 
Reverse Transkriptase (24 U/µl)  0,6 µl 
Random Primer    1 µl 
RNA-Template    1 µg 
RNase-freies Wasser   ad 20 µl 
 
Der Ansatz wurde zunächst für 10 min bei RT und anschließend für 60 min bei 42 °C 
inkubiert. Durch 5 minütiges Erhitzen auf 95°C mit anschließender Eis-Kühlung 
wurde die Reaktion inaktiviert. Das cDNA-Transkript wurde mit Wasser auf ein 
Volumen von 100 µl aufgefüllt und danach bei -20 °C gelagert. 
 
5.4.3 PCR-Ansatz für semiquantitative RT-PCR 
Für die PCR wurden pro Probe je 1 µl cDNA eingesetzt. 
 
Aqua dest.     25 µl 
dNTP (1 mM)    10 µl 
PCR-Puffer 10X (ohne MgCl2)  5 µl 
Forward-Primer (5 µM)   3 µl 
Reverse-Primer (5 µM)   3 µl 
MgCl2 (50 mM)    1,5 µl 
Taq-Polymerase (5 U/µl)   0,3 µl 
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Auf einen initialen Denaturierungsschritt von 5 min bei 95 °C folgten 35 Zyklen 
bestehend aus Denaturierung für 20 Sekunden bei 95 °C, Primer-annealing bei 66 °C 
für 20 sec, 10 Sekunden Elongation pro 100 bp Länge des Amplifikationsproduktes 
bei 72 °C. Nach einem finalen Elongationsschritt von 7 min bei 72 °C wurde der 
Ansatz auf 4 °C gekühlt. Das PCR-Produkt wurde, wie bereits oben beschrieben, zur 
Auswertung auf ein 1 %-iges TAE Agarose Gel aufgetragen, elektrophoretisch 
aufgetrennt und dokumentiert. 
 
 
5.5 Western Blot 
5.5.1 Präparation von Gewebeprotein 
Reagenzien: 
STE:      150 mM Sukrose 
      10 mM Tris pH 7,3 
      1 mM EDTA pH 8,0 
 
Puffer mix:      19 ml STE 
      1 ml Protease Inhibitor Cocktail 
 
Von vier adulten Tieren (zwei Knockout-Tiere und zwei Kontroll-Tiere) wurde die 
Hälfte des Gehirns sowie eine Niere pro Tier präpariert. Da Thioredoxin Reduktase 1 
zytoplasmatisch lokalisiert ist, war eine Fraktionierung von Zellkernen, Mitochondrien 
und Zytoplasma notwendig, um eine spezifische Analyse des Proteins durchführen 
zu können. Das Gewebe wurde in 800 µl eisgekühltem Puffermix homogenisiert und 
bei 4°C und 800 g für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert, in ein 
anderes Eppendorf-Tube überführt und nochmals unter den gleichen Bedingungen 
zentrifugiert, um Mitochondrien vom Zytoplasma zu trennen. Der Überstand enthält 
das Zytoplasma, das für die weiteren Analysen verwendet wurde. Anschließend 
wurde, entsprechend den Herstellerangaben des DC Protein Assays, für jede Probe 
die Proteinkonzentration bestimmt.  
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5.5.2 Gel-Auftrennung der Proteine 
Reagenzien: 
Lämmli-Puffer (2X):    12,5 ml Tris/HCl, 1 M, pH 6,8 
      4 g SDS 
      20 ml Glycerin 
      2 ml Bromphenolblau, 1% 
      Ad 100 ml Aqua dest. 
 
Trenngel 10%:    7,9 ml Aqua dest. 
      6,7 ml Acrylamid-Mix 30% 
      5 ml Tris 1,5 M pH 8,8 
      0,2 ml SDS 10% 
      0,2 ml Ammoniumpersulfat 10% 
      0,008 ml TEMED 
 
Sammelgel 5%:    6,8 ml Aqua dest. 
      1,7 ml Acrylamid-Mix 30 % 
      1,25 ml Tris 1 M pH 6,8 
      0,1 ml SDS 10% 
      0,1 ml Ammoniumpersulfat 10% 
      0,01 ml TEMED 
 
Running Buffer 10X:   10 g SDS 
      30 g Tris 
      144 g Glycin 
      Ad 1000 ml Aqua dest. 
 
Über das Trenngel wurde das Sammelgel in die mit Running Buffer gefüllte 
Elektrophoresekammer Typ 45-1010-i (peqlab GmbH, Erlangen) gegossen und die 
Aushärtung abgewartet. 30 µg Protein aus den Proben wurden mit 21 µl Lämmli-
Puffer zusammen pipettiert, mit STE bis zu einem 30 µl Endvolumen aufgefüllt und 
für 5 min bei 95°C aufgekocht. Die Proben wurden danach in die Geltaschen 
pipettiert und 10 µl eines Proteinstandards wurde zum Größenvergleich der Banden 
Methoden  46 
geladen. Die Auftrennung des Proteingemisches erfolgte bei einer Spannung von 
80V. 
5.5.3 Elektroblotting 
Reagenzien: 
Transfer Buffer 10X:   30 g Tris 
      95 g Glycin 
      Ad 1000 ml Aqua dest. 
 
Ponceau S:     2 g Ponceau S 
      30 ml Essigsäure 
      Ad 1000 ml Aqua dest. 
 
Folgende Gegenstände wurden alle in Transfer Buffer getaucht und blasenfrei 
übereinander in einer Blottingkammer Typ 170-3940 (Bio-Rad Labs GmbH, 
München) gestapelt: Blotting Papier, Auftrennungsgel, Blotting Membran und Blotting 
Papier. Die Übertragung der elektrophoretisch getrennten Proteine auf die Membran 
erfolgte für 30 min bei einer Spannung von 30 V. Anschließend wurde die Membran 
zur Kontrolle der Übertragung mit Ponceau S angefärbt. 
 
5.5.4 Western Immunoblot 
Reagenzien:    
TBS-Tween (1X TBST):   50 ml Tris-HCl 1 M 
      8,7 g NaCl 
      Ad 1000 ml Aqua dest. 
      1 ml Tween 
 
Stripping Buffer:    100 mM 2-Mercaptoethanol 
      2% SDS 
      62,5 mM Tris-HCl
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Auf der Membran befindliche unspezifische Epitope wurden mit 5% Milchpulver in 
TBST (Blocking Lösung) für 1 h bei RT geblockt. Der Thioredoxin Reduktase 1-
Antikörper wurde 1:2000 mit der Blocking Lösung verdünnt und die Membran 1 h bei 
RT damit inkubiert. Anschließend erfolgte zweimal ein 5-minütiges Waschen der 
Membran mit Aqua dest. und 3 mal 5 min mit TBST. Der Sekundärantikörper wurde 
ebenso 1:2000 in der Blocking Lösung verdünnt und die Membran für 1,5 h bei RT 
damit inkubiert. Die Membran wurde zweimal mit Aqua dest., drei Mal mit TBST je für 
5 min und nochmals mit Aqua dest. gewaschen. Die Entwicklung des 
Antikörpersignals erfolgte, laut Herstellerangaben des ECL-Kits für Western Blotting 
mit einer Hyperfilm für ECL, in einer Film-Entwicklermaschine (Kodak, Stuttgart). Um 
die Membran auf eine erneute Inkubation mit einem Antikörper vorzubereiten und zur 
Darstellung der Ladung gleicher Proteinmengen, erfolgte ein Waschen in Stripping 
Buffer für 30 min bei 50°C. Danach wurde die Membran 2 mal 10 min bei RT in TBST 
gewaschen und unspezifische Epitope mit der Blocking Lösung abgedeckt. Der 
Antikörper α-Tubulin wurde für 1 h bei RT mit der Membran inkubiert. Die Inkubation 
mit dem Sekundärantikörper (Anti-Maus), die Waschritte sowie die Entwicklung des 
Signals erfolgte wie bereits beschrieben. 
 
5.6 DNA-Chip Analyse 
Gesamt-RNA wurde aus dem Gehirn (Groß- und Kleinhirn) von Knockout- und 
Wildtyptieren zum Zeitpunkt P14 wie bereits beschrieben isoliert. Die DNA-Chip 
Analyse wurde von Kooperationspartner Tomek Mijalski (Institut für Experimentelle 
Genetik, GSF, Neuherberg) durchgeführt. 
 
5.7 Northern Blot 
Aufgrund der Ergebnisse der Expressionsanalyse (DNA-Chip Analyse) wurden die 
Kandidatengene Selenoprotein W, Adenylatzyklase1, Zinc finger Protein1 und 
Angiotensinogen für eine Northern Blot-Analyse ausgesucht. Eine Gehirnhälfte und 
eine Niere wurden von zwei Knockout- und zwei Kontroll-Tieren jeweils zum 
Zeitpunkt P7 und P28 präpariert. Die Isolation von gesamtzellulärer RNA, DNAse 
Behandlung und Konzentrationsmessung erfolgte wie bereits beschrieben. 5 µg RNA 
pro Probe wurde verwendet.
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5.7.1 Sondenherstellung 
Anhand der mRNA-Sequenzen unter http://www.informatics.jax.org wurde das 
Design der Primer für die Sonden festgelegt. 
 
PCR Ansatz für die Sondenherstellung: 
RNAse freies Wasser (Ampuwa)  25 µl 
dNTP (2 M)     10 µl 
PCR-Puffer 10X    5 µl 
Forward-Primer (5 mM)   3 µl 
Reverse-Primer (5 mM)   3 µl 
MgCl2      1,5 µl 
cDNA von C57Bl/6-Tieren   2 µl 
 
Auf einem initialen Denaturierungsschritt von 5 min bei 95 °C folgten 35 Zyklen 
bestehend aus Denaturierung für 20 Sekunden bei 95 °C, Primer-annealing für       
20 Sekunden einer Temperatur entsprechend der Primerschmelztemperaturen,       
10 Sekunden Elongation pro 100 bp Länge des Amplifikationsproduktes bei 72 °C. 
Nach einem finalen Elongationsschritt von 7 min bei 72 °C wurde der Ansatz auf 4 °C 
gekühlt. 5 µl des PCR-Produkt wurde, wie bereits oben beschrieben, zur Auswertung 
auf ein 1 %-iges TAE Agarose Gel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und 
dokumentiert. Der restliche Teil des PCR-Produktes wurde entsprechend den 
Herstellerangaben vom PCR Purification Kit aufgereinigt. Für das Labelling wurde     
3 µl aus den DNA-Sonden entnommen, mit 45 µl Aqua dest. gemischt und auf 95°C 
für 5 min aufgewärmt, um danach in Eis gekühlt zu werden. Dieser Ansatz wurde in 
einem Eppendorf-Tube aus dem Kit Random Prime labelling System überführt, mit   
5 µl αP32-dCTP vermischt und für 1 h in einem 37°C Wasserbad aufgewärmt. Zur 
Nukleotid-Entfernung wurden Microspin-Columns entsprechend den Angaben des 
Herstellers verwendet und die Radioaktivität der Sonde mit einem Messgerät Typ QC 
4000 (Bioscan, Washington USA) detektiert.
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5.7.2 Hybridisierung 
Reagenzien: 
MOPS-Puffer (10X pH 7,0):   0,4 M MOPS 
      100 mM Natrium-Azetat 
      10 mM EDTA/NaOH pH 8,0 
         
Formaldehyd-Gel:    5 g Agarose 
      50 ml MOPS-Puffer 10X 
      435 ml autoklaviertes Aqua dest. 
      25,5 ml Formaldehyd 37% 
 
Running Buffer:    1X MOPS-Puffer 
 
Church-Puffer:    500 ml Na2HPO4 (0,5 M) 
   500 ml SDS (10 %) 
      2 ml EDTA (0,5 ; pH 8,0) 
 
SSC (20X):     175,3 g NaCl 
      88,2 g  Tri-Natrium-Zitrat/NaOH pH 7,0 
      Ad 1000 ml Aqua dest. 
 
Wasch-Lösung:     2X SSC 
      1% SDS 
 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proben im Formaldehyd-Gel für 5-
6 h bei einer Spannung von 100 V in einem Running Buffer, wurde das Gel mit einer 
Polaroid-Kamera zur Kontrolle der aufgetragenen RNA-Mengen abgelichtet und dann 
auf eine Membran (Hybond N+) durch Kapillarkräfte übertragen. Die Immobilisierung 
der RNA auf der Membran erfolgte durch einen Cross-Linker Typ UV-Stratalinker 
1800 (Stratagene, La Jolla USA). Mit einer UV-Lampe wurde der Transfer der RNA 
kontrolliert. Die Membran wurde in Church-Puffer für 3 h bei 65 °C prähybridisiert. 
Für die Hybridisierung wurde die radioaktiv markierte Sonde auf 95 °C erhitzt, mit   
15 ml 65°C warmen Church-Puffer vermischt und mit der Membran für 2,5 Tage bei 
65°C inkubiert. Danach wurde die Membran drei Mal für 15 min in der Wasch-Lösung 
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bei 65°C gewaschen und für zwei Wochen bei -80°C auf einem Hyperfilm zur 
Exposition gelagert, der dann in einer Entwicklermaschine entwickelt wurde. Durch 
die Hybridisierung mit der GAPDH-Kontrollsonde konnten die aufgetragenen RNA-
Mengen quantitativ miteinander verglichen werden. 
 
5.8 Real-Time PCR 
Die RNA-Extraktion aus Kleinhirngewebe aus Kontroll- und Knockouttieren zum 
Zeitpunkt P0 und P7, die DNAse-Behandlung und cDNA-Synthese erfolgte wie 
bereits beschrieben. Für die Untersuchung auf Expressionsveränderungen im 
gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout wurden folgende Gene ausgewählt: Txnrd1, 
Nestin, GFAP, Pax6, En1, Tubb3, vGlut1, CNP und Gad67. Die Real-Time PCR 
wurde von Kooperationspartnerin Cemile Jakupoglu (Institut für Rekonstruktive 
Neurobiologie, Universität Bonn) durchgeführt. 
 
5.9 Datenauswertung und –verarbeitung 
Die Auswertung und fotografische Dokumentation der Schnitte erfolgte mit einem 
Mikroskop Typ Axioplan 2 (Zeiss, Oberkochen), an das eine Axiocam MRc–Kamera 
(Zeiss, Oberkochen) gekoppelt war, und mit Hilfe der Software Axiovision 3.1 (Zeiss, 
Oberkochen). Bei der mikroskopischen Auswertung wurden die subventrikuläre 
Zone, der Bulbus olfactorius, Cortex cerebri und Cerebellum begutachtet. 
Die Messung der Kleinhirnhöhe und des –areals wurde mit der Software Axiovision 
LE 4.1 von Zeiss durchgeführt, dabei wurde die Höhe zwichen Lobulus V und IX bzw. 
das Areal des Kleinhirns in mittsagittaler Schnittebene gemessen. Die Höhe wurde 
zum Zeitpunkt P1, P7, P14, P21, 2 Monate und bei adulten Tieren gemessen, das 
Areal zum Zeitpunkt E15,5; E18,5; P1; P7; P14 und P21. Zu jedem Zeitpunkt wurde 
sowohl bei Knockout- als auch bei den Kontrolltieren mindestens zwei Messungen 
durchgeführt. 
Die Anzahl der PH3-positiven Zellen im Kleinhirn auf einem Paraffinschnitt wurde 
zum Zeitpunkt E11,5; E15,5; E18,5;P1; P7; P14 und P21 gezählt. 
Die Quantifizierung der relativen Anzahl von Körnerzellen im Str. granulare (Leung 
2004) in anterioren und in posterioren Bereich wurde mit Hilfe der Software Particle 
Analysis von ImageJ (http://www.uhnresearch.ca/facilities/wcif/imagej/) errechnet. In 
drei Wildtyp- und in drei Knockout-Tieren wurden in anterioren und posterioren 
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Kleinhirn jeweils drei Gesichtsfelder bei 100-facher Vergrößerung ausgewertet. Es 
wurde adulte Tiere verwendet. Zur Feststellung der Signifikanz wurde der Students-t-
Test verwendet. 
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6 Ergebnisse 
6.1 Zucht der gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout Mäuse 
Um die Funktion von Txnrd1 in der Gehirnentwicklung zu studieren, wurden Txnrd1-
Knockout Mäuse gemäß dem bereits beschriebenen Knockout-Modell generiert 
(Einleitung S. 23; Zuchtschema: Methoden S. 34, Abbildung 5.1). Der Genotyp der 
Tiere der F2-Generation wurde mittels PCR-Analyse von DNA aus 
Schwanzspitzenbiopsien ermittelt (Abbildung 6.1). 
 
Abbildung 6.1: PCR Analyse von Tieren aus der F2-Generation. (A) Txnrd1flox forward1/reverse1-
PCR. DNA von Tieren mit dem Txnrd1-Allel ergibt bei der PCR-Analyse neben dem kürzeren Wildtyp-
Produkt (66 bp) auch ein längeres Produkt (130 bp). In 1,2,3,4,5,8,10,11,13 handelt es sich um 
Txnrd1 WT/flox  -Tiere, hingegen bei 6,7,9,12,14,15 um Txnrd1 flox/flox-Tiere. (B) Cre-PCR von Tieren aus 
(A). Das Cre-Produkt ist 400 bp groß. 2,3,5,8,12,14,15 sind Cre positiv; unter gleichzeitiger Beachtung 
von (A) stellen 12,14,15 Knockout-Tiere (Txnrd1 flox/flox; Cre) dar. 
6.2 Äußeres Erscheinungsbild der gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout 
Mäuse 
In der klinischen Beobachtung können die Txnrd1-Knockout Mäuse bereits ab etwa 
P10 vor allem durch Störungen im Bewegungsmuster von ihren Wildtyp-
Geschwistern unterschieden werden. Die Tiere zeigen Ataxie (zur Seite fallen und 
nur verzögerte Positionskorrektur) und intermittierendes Zittern. Die Tiere haben 
Schwierigkeiten mit der Futteraufnahme aus der Futterraufe und würden sterben, 
wenn man ihnen nicht Futter in die Einstreu legen würde. Eine Gewichtskontrolle 
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(Abbildung 6.2) der Knockout-Tiere stellt das verminderte Körpergewicht dieser Tiere 
im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern dar. Sie erreichen auch im adulten Alter 
nicht das Wildtyp-Gewicht. 
 
 
Abbildung 6.2: Gewichtsentwicklung. WT = Wildtyp, KO = Knockout. 
 
Um den Einfluss der beobachteten Ataxie auf das Verpaarungsvermögen zu klären, 
wurden Zuchttests mit geschlechtsreifen Knockout-Mäusen jeweils mit einem 
C57Bl/6J-Partner durchgeführt. Die verpaarten Tiere zeigen aber keinerlei 
Einschränkungen weder in der Kopulationsfähigkeit, in der Reproduktionsrate, noch 
in der Aufzucht ihrer Nachkommen. 
 
Zur Quantifizierung der beobachteten Ataxie erfolgte ein Pole-Test (modifiziert nach 
Fernagut 2003), bei dem die benötigte Zeit für das Herunterklettern der Tiere von 
einer Gewindestange (T-Total) gemessen wurde. Bei Tieren, die herunterfielen oder -
glitten, wurde 120 s als Messwert eingetragen. Aus der Abbildung 6.3 geht hervor, 
dass die Knockout-Tiere aufgrund ihrer Cerebellum-Hypoplasie mit daraus folgender 
Koordinationsstörung wesentlich länger als die Wildtyp-Tiere benötigen. 
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Abbildung 6.3: Pole-Test der Koordination. Von 14 getesteten Knockout-Tieren waren 11 bei jedem 
Testdurchlauf nicht in der Lage, sich festzuhalten. WT = Wildtyp, KO = Knockout. 
6.3 Histologische Analyse der gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout Mäuse 
Vor der eigentlichen histologischen Untersuchung wurde das frisch präparierte 
Gehirn klinisch auffälliger Tiere zunächst unter dem Stereomikroskop bei 6-facher 
Vergrößerung betrachtet (Abbildung 6.4), um Hinweise auf die Auswirkungen des 
gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout Tieres zu erhalten. Als pathologisch-
anatomischer Befund lässt sich eine hochgradige cerebelläre Hypoplasie der 
Knockout-Tiere feststellen, während der cerebrale Cortex unauffällig erscheint. Die 
Colliculi anteriores und Colliculi posteriores der Vierhügelplatte erscheinen dagegen 
vergrößert. 
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Abbildung 6.4: Stereomikroskopische Aufnahmen. (A) Skizze eines Mäusegehirns, dorsale 
Ansicht (modifiziert nach Sidman 1971). (B) – (E)  Stereomikroskopische Aufnahmen: Primäre 
Vergrößerung 6X, WT = Wildtyp, KO = Knockout. Die maximale Ausdehnung des Cerebellums in 
anteriorer-posteriorer Richtung ist jeweils durch eine eingezeichnete Linie markiert. 
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Die Entwicklung des Kleinhirns fängt bei der Maus (wie bereits beschrieben) am 
embryonaler Tag 9 (E9) an und kommt erst nach der dritten postnatalen Woche zum 
Abschluss. Daher wurde die histologische Untersuchung sowohl zu prä- als auch zu 
postnatalen Zeitpunkten durchgeführt. Als pränatale Untersuchungszeitpunkte 
wurden E11,5; E15,5 und E18,5 gewählt (Abbildung 6.5 - Abbildung 6.7). Da die 
Struktur der Kleinhirn-Anlage vor dem E11,5 extrem klein ist und somit die 
Untersuchung des Bereiches nicht möglich ist, wurden diese Entwicklungsstadien 
nicht analysiert. Die gezielte Inaktivierung von Txnrd1 im Gehirn ist an die Aktivität 
des Nestin-Promotors gekoppelt, der in ZNS-Vorläuferzellen sowohl im Cerebrum als 
auch in Cerebellum aktiv ist. Aus diesem Grund wurden die histologische Schnitte 
zusätzlich zum Cerebellum auch im Bereich von Bulbus olfactorius, Zona 
subventricularis und Cortex cerebri auf Veränderungen überprüft. Zur histologischen 
Analyse wurde die Standardfärbung Hämatoxylin/Eosin herangezogen. 
Zum Zeitpunkt E11,5 der Embryonenentwicklung (Abbildung 6.5) wird die cerebelläre 
Anlage als ventrikuläres Neuroepithel erkennbar, welches aus mehreren Zelllagen 
besteht, in dem sich sowohl eine mitotische Zone als auch eine differenzierende 
Zone abgrenzen lassen. Die Vorläuferzellen der tiefen Nuclei verlassen als erste das 
Neuroepithel, später folgen die Purkinje-Zellen (E11-13). Die cerebelläre Anlage 
grenzt kranial an den Isthmus und kaudal an das Velum medullaris, aus dem sich 
später der Plexus chorioideus entwickelt. Das ventrikuläre Neuroepithel des Wildtyps 
und des Knockout-Tieres weisen keinen Unterschied bei der lichtmikroskopischen 
Untersuchung auf. Dies gilt ebenso für die Anlagen des Cerebrums (Daten nicht 
gezeigt). 
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Abbildung 6.5: Entwicklungsstadium E11,5 (sagittale Schnittebene). (A) Stereomikroskopische 
Übersichtsaufnahme des Embryos, primäre Vergrößerung 1,2X; Größenbalken 1 mm. (B), (C) 
Ventrikuläres Neuroepithel, primäre Vergrößerung 20X, Größenbalken 100 µm. (B) Wildtyp, (C) 
Knockout. MZ: Mitotische Zone, DZ: Differenzierende Zone. 
 
Am Tag 15,5 der Embryonenentwicklung (Abbildung 6.6) ist der Plexus chorioideus 
ausgebildet, und der Keimbereich des Trigonum germinativum hat sich aus dem 
ventrikulären Neuroepithel formiert. Aus dem Trigonum germinativum entsteht die 
zweite germinative Zone, die EGL (External Germinal Layer), die die Quelle für die 
Körnerzellen des später entstehenden Str. granulare ist. Die EGL breitet sich über 
die cerebelläre Oberfläche aus, um den anteriorsten Punkt des Cerebellums zu 
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erreichen. Diese Migration ist jedoch zum Zeitpunkt E15,5 noch nicht abgeschlossen. 
Ein Unterschied in der cerebellären Anlage zwischen Wildtyp und Knockout ist weder 
in der Dicke der noch in der Ausbreitung der EGL zu verzeichnen. Die bereits 
etablierten Purkinje-Zellen siedeln sich entlang des Bergmann Glia-Systems in einem 
breiten Multilayer unter den postmitotischen Vorläuferzellen der EGL an. 
Phänotypische Abberrationen zwischen Wildtyp und Knockout in der Entwicklung des 
Cerebrums sind nicht zu erkennen (Daten nicht gezeigt). 
 
Abbildung 6.6: Entwicklungsstadium E15,5 (sagittale Schnittebene). (A) Stereomikroskopische 
Übersichtsaufnahme des Kopfbereiches, primäre Vergrößerung 1,2X; Größenbalken 1 mm. (B), (C) 
Cerebelläre Anlage, primäre Vergrößerung 20X, Größenbalken 100 µm. (B) Wildtyp, (C) Knockout. 
EGL: External Germinal Layer, PC: Purkinje-Zellschicht, VN: Ventrikuläres Neuroepithel,  
TG : Trigonum germinativum, NF: Nucleus fastigi
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Zum Zeitpunkt Tag 18,5 der Embryonalentwicklung (Abbildung 6.7) ist die Migration 
der EGL über die Oberfläche des Cerebellums beendet. Dabei wird der anteriorste 
Punkt im Wildtyp wie auch im Knockout erreicht. Die EGL ist zu diesem Zeitpunkt in 
beiden Phänotypen mehrere Zelllagen dick. Die Foliation beginnt mit der Bildung von 
Fissura prima, secunda und posterolateralis. Ab diesen Entwicklungsstadium sieht 
man einen ersten Unterschied in der Kleinhirnentwicklung im Vergleich zwischen 
Wildtyp und Knockout: das Kleinhirn der Knockout-Embryonen ist kleiner, und es 
besteht nur eine geringgradige Andeutungen der Fissurae prima, secunda und 
posterolateralis. Die Großhirne weisen jedoch keine Unterschiede auf (Daten nicht 
gezeigt). 
 
Zusammenfassend lässt sich über die pränatale Entwicklung des Gehirns aussagen, 
dass die gehirnspezifische Ausschaltung von Txnrd1 in einer Störung der Kleinhirn-
Entwicklung ab E18,5 resultiert. Die vorhergehende Stadien der Anlage dieses 
Gebietes weichen jedoch nicht von der normalen Entwicklung ab. 
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Abbildung 6.7: Entwicklungsstadium E18,5 (sagittale Schnittebene). (A) Stereomikroskopische 
Übersichtsaufnahme des Gehirns, primäre Vergrößerung 1,2X; Größenbalken 1 mm. (B), (C) 
Cerebellum, primäre Vergrößerung 10X, Größenbalken 200 µm. (B) Wildtyp, (C) Knockout.  
CH: Plexus chorioideus, EGL : External Germinal Layer, PC: Purkinje-Zellschicht, V: 4. Ventrikel,  
Fp: Fiss. prima, Fs: Fiss. secunda, Fl: Fiss. posterolateralis. 
 
Als postnatale Untersuchungszeitpunkte wurden P (postnataler Tag) 1, P7, P14 und 
P21 gewählt, da die Entwicklung des Kleinhirns in der Maus erst nach der dritten 
postnatalen Woche abgeschlossen ist. Zum Zeitpunkt P1 (Abbildung 6.8) kommt es 
durch massive Mitosen im EGL (Abbildung 6.9) zur Expansion des Kleinhirns, welche 
eine immer deutlich werdende Foliation zur Folge hat und zur Verdickung der EGL 
führt. Diese im äußeren Teil der EGL stattfindenden Mitosen dauern bis über den 
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Tag P21 an. Im inneren Teil der EGL sind migratorische postmitotische Zellen 
lokalisiert. Die postmitotischen Körnerzellen wandern mit Hilfe der Bergmann Glia, 
die sowohl aus dem ventrikulären Neuroepithel als auch aus Derivaten der EGL 
stammen, durch die Purkinje-Zellschicht und bilden die IGL (Inner Granular Layer). 
Aus dieser Schicht entsteht am Ende der Kleinhirnentwicklung nach Abwanderung 
aller Körnerzellen aus dem EGL in Richtung IGL das Str. granulare. Die EGL wird 
dann durch das Str. moleculare mit Korb- und Sternzellen aus dem ventrikulären 
Neuroepithel ersetzt. Während der Expansion des Kleinhirns entsteht durch 
Streckung aus dem Multilayer der Purkinje-Zellen ein Monolayer, und das Kleinhirn 
nimmt seine endgültige Form an (Abbildung 6.10 (E), (F), Nomenklatur der Foliation 
nach Larsell 1952). 
Zum Zeitpunkt P1 (Abbildung 6.8) ist die anteriore EGL im Knockout im Gegensatz 
zum Wildtyp an manchen Stellen nur eine Zelllage dick oder sogar nur nestartig 
präsent. Im posterioren Bereich hat die EGL jedoch die gleiche Dicke wie im Wildtyp. 
Die Foliation im Knockout ist zurückgeblieben und gleicht dem Foliationsmuster des 
Wildtyps zum Zeitpunkt E18,5. Im Gegensatz dazu sind im Wildtyp die Fissuren tiefer 
und die Fissura preculminata tritt auf. Das Großhirn wurde auch analysiert, es waren 
jedoch keine Unterschiede zu erkennen, insbesondere sind sowohl im Knockout als 
auch im Wildtyp viele mitotische neuronale Zellen im Rostral Migratory Stream zu 
beobachten (Abbildung 6.8 (B): untere Pfeile: Metaphase, oberer Pfeil: Telophase, 
(C) Anaphase). 
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Abbildung 6.8: Entwicklungsstadium P1 (sagittale Schnittebene). (A) Stereomikroskopische 
Übersichtsaufnahme des Gehirns, primäre Vergrößerung 1,2X; Größenbalken 1 mm. (B), (C) Rostral 
Migratory Stream (RMS), primäre Vergrößerung 100X, Größenbalken 10 µm, Pfeil: Mitotische Zellen. 
(D), (E) Cerebellum, primäre Vergrößerung 10X, primäre Vergrößerung Insert 40X, Größenbalken  
200 µm. EGL: External Granular Layer, IGL: Inner Granular Layer, PC: Purkinje-Zellschicht,  
Fc: Fiss. preculminata, Fp: Fiss. prima, Fs: Fiss. secunda, Fl: Fiss. posterolateralis. 
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Im Entwicklungsstadium P7 (Abbildung 6.10) setzen sich die Befunde aus P1 
deutlich fort: die Entwicklung des posterioren Teils des Kleinhirns im Knockout ist 
verhältnismäßig ungestört, wenn auch die EGL nicht den gleichen Durchmesser und 
die Lobuli nicht den Umfang des Wildtyps annehmen. In diesem Teil ist eine intakte 
Laminierung erkennbar, zusammengesetzt aus EGL, Purkinje-Zellschicht und IGL. 
Dagegen fehlt im anterioren Knockout-Kleinhirn auf Grund einer nur spärlich 
vorhandenen EGL die IGL-Ausprägung. Das Kleinhirn expandiert nicht und damit ist 
einerseits die Foliation, andererseits die Laminierung der Zellschichten gestört. Da 
die Expansion vom normalen Entwicklungsschema abweicht, verteilen sich die 
Purkinje-Zellen nicht in einem Monolayer, sondern nehmen eine ektopische, mitunter 
auch herdförmige Position ein. 
Diese Störungen der Kleinhirnentwicklung im Knockout setzen sich über die 
Zeitpunkte P14 und P21 (Abbildung 6.10) fort, so dass am Ende der postnatalen 
Kleinhirnentwicklung zusammenfassend folgende histologische Befunde bestehen: 
die Foliation ist vor allem im anterioren Bereich (Abbildung 6.10 (E),(F)) gestört. 
Betroffen sind die Lobuli I-V, dagegen sind die Lobuli VI-X zu identifizieren, nehmen 
aber nicht das Ausmaß der entsprechenden Wildtyp-Lobuli an. Die Laminierung der 
Schichten Str. moleculare, Str. ganglionare und Str. granulare ist im anterioren 
Bereich nicht durchgängig und Purkinje-Zellen sind ektopisch. Str. moleculare und 
Str. granulare differenzieren sich nicht. Das Großhirn der Knockout-Mäuse entwickelt 
sich dagegen ohne Auffälligkeiten. 
 
 
Abbildung 6.9: Mitosen im EGL: Vergrößerung 100X, Größenbalken 10 µm. EGL: External Germinal 
Layer. Pfeil: Mitotische Zelle. 
 
Ergebnisse  64 
 
Abbildung 6.10: Entwicklungsstadien P7 bis P21. (A) P7 Wildtyp (B) P7 Knockout. (C) P14 Wildtyp, 
(D) P14 Knockout. (E) P21 Wildtyp, (F) P21 Knockout. Primäre Vergrößerung 4X, Insert 20X, 
Größenbalken 0,5 mm. PC: Purkinje-Zellen, EGL: External Germinal Layer, IGL: Inner Granular Layer. 
Fc: Fiss. preculminata, Fp: Fiss. prima, Fs: Fiss. secunda, Fl: Fiss. posterolaterale. Römische Zahlen: 
Nomenklatur der Foliation nach Larsell 1952. 
 
Um den Größenunterschied zwischen dem offensichtlich kleineren Knockout-
Kleinhirn und dem des Wildtyps zu quantifizieren, wurden morphometrische Analysen 
durchgeführt: die Spannweite zwischen Lobulus V und IX wurde zum Zeitpunkt P1, 
P7, P14 und P21 gemessen und die Flächenmaße eines sagittalen Kleinhirnschnittes 
zu den Zeitpunkten E15,5; E18,5; P1; P7; P14 und  P21 ermittelt. In Abbildung 6.11 
wird dargestellt, dass der gewählte Durchmesser („Spannweite“) des Wildtyp-
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Kleinhirns beinahe doppelt so groß wie die des Knockouts ist. Die Flächenmessung 
ergab ein vierfach größeres Kleinhirnareal im Wildtyp. Diese Größenunterschiede 
waren in beiden Messungen ab P7 festzustellen. Damit bestätigt der histologische 
Befund den makroskopischen Befund der massiven cerebellären Hypoplasie. 
 
Abbildung 6.11: Morphometrische Analysen: (A) Messmethoden für die Berechnung Kleinhirn-
Durchmesser (Pfeil) und -Fläche (gestrichelte Linie). (B) Kleinhirn-Durchmesser, (C) Kleinhirn-Fläche, 
(D) Die relative Zelldichte im Str. granulare bezeichnet den Anteil der Zellstrukturen an der 
Gesamtfläche ermittelt mit der Auswertungssoftware ImageJ, WT: Wildtyp, KO: Knockout.
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Eine Möglichkeit zur Darstellung der ungeordneten Organisation des anterioren 
Kleinhirnbereiches im Knockout-Tier ist die Quantifizierung der Körnerzellen im  
Str. granulare mit Hilfe der Software ImageJ (Auswertungsmethode von Leung 2004) 
(Abbildung 6.11(D)). Die relative Anzahl der Körnerzellen in den Knockout-Mäusen 
ist sowohl in posterioren als auch in anterioren Kleinhirn-Bereich niedriger als in den 
Wildtyp-Tieren, im anterioren Bereich laut Students-t-Test sogar hoch signifikant. 
 
6.3.1 Untersuchung auf Altersdegeneration 
Wie in der Einleitung bereits beschrieben, ist Thioredoxin Reduktase1 ein Teil des 
oxidativen Schutzsystems des Organismus, und da neuronales Gewebe besonders 
sensitiv auf oxidativen Stress reagiert (Contestabile 2001), sollte mit der 
histologischen Untersuchung 2 Jahre alter Txnrd1 Knockout-Mäuse geklärt werden, 
ob die Ausschaltung von Txnrd1 die Degeneration des Gehirngewebes forciert. Dies 
konnte bei der Altersdegenerations-Analyse jedoch nicht beobachtet werden. 
 
6.4 Immunhistochemische Untersuchung der gehirnspezifischen Txnrd1-  
Knockout Mäuse 
Um festzustellen, ob ein gestörtes Proliferationsverhalten für den in der HE-Färbung 
beobachteten Phänotyp verantwortlich ist, wurden immunhistochemische Analysen 
für die Proliferationsmarker Phospho-Histon H3 (PH3), 5´-Bromo-2´-Deoxyuridin 
(BrdU) und Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) durchgeführt. Jeder dieser 
Proliferationsmarker markiert eine unterschiedliche Phase der Zellteilung. Anti-PH3 
detektiert Phosphorylierung von Histon H3, während der Chromosomen-
Kondensation der Mitose und Meiose (Hendzel 1997). Bei der Analyse mit Anti-PH3 
(Abbildung 6.12 (A)-(C)) wurde ein Unterschied in der Anzahl mitotischer Zellen vor 
allem im EGL zum Entwicklungszeitpunkt P7 und P14 ermittelt. Am P7 ist die Anzahl 
PH3-positiven Zellen in der EGL der Wildtyp-Tiere mehr als 2,5-fach höher als in den 
Knockout-Tieren. BrdU ist ein Thymidin-Homolog und wird in die DNA während der 
DNA-Synthese in der S-Phase der Mitose eingebaut (Schutte 1987). Die einzige 
Diagnose, die mit anti-BrdU festgestellt werden konnte, war, dass die sogenannte 
interkinetische Kernwanderung im Cortex cerebri des Knockout-Tieres ungestört ist 
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(Abbildung 6.12 (D)), was die normale Entwicklung des Großhirns im Txnrd1-
Knockout erklärt. Die interkinetische Kernwanderung ist ein Phänomen, bei dem die 
Neuronen-Kerne am Anfang der G1-Phase sich im Zytoplamsa via Glia-Zellen in 
Richtung Kortikalplatte bewegen, dort in der S-Phase verweilen und sich während 
der G2-Phase wieder zurück zur ventrikulären Seite des Cortex bewegen, um dort die 
M-Phase zu vollziehen (Sauer 1959, Ueno 2006).  
 
Abbildung 6.12: Immunhistochemische Untersuchung mit Anti-Phospho-Histon H3 (PH3) und 
Anti-5´-Bromo-2´-Deoxyuridin (BrdU). (A) Cerebellum P7 Anti-PH3, Wildtyp, (B) Cerebellum P7 
Anti-PH3, Knockout. Primäre Vergrößerung 20X, Größenbalken 200 µm. (C) Quantifizierung der Anti-
PH3-positiven Zellen im Kleinhirn zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten. (D) Ablauf der 
interkinetischen Kernwanderung (Modifiziert nach Ueno 2006). (E) Cortex cerebri E11,5 Anti-BrdU, 
Knockout. (F) Cortex cerebri E11,5 Anti-PH3 Knockout. Primäre Vergrößerung 40X,  
Größenbalken 100 µm, Pfeil: Immunhistochemisch positive Zellen.
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PCNA ist eine Komponente des DNA-Replikationsgeschehens und fungiert als 
Hilfsprotein der DNA-Polymerse δ (Kelman 1997). In der G1-Phase und S-Phase ist 
PCNA im Zellkern, in der G2-Phase sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma und 
in der M-Phase im Zytoplasma lokalisiert (Foley 1993). Da Körnerzellen nur sehr 
wenig Zytoplasma besitzen, sind die Veränderungen der Expressionsorte von PCNA 
dort schwer nachvollziehbar. Aus der Abbildung 6.13 wird die nesterartige 
Ausprägung der EGL zum Zeitpunkt P1, die bereits in der HE-Analyse beschrieben 
wurde, bestätigt. Es wird deutlich, dass wenige proliferierende Zellen in der EGL 
vorhanden sind (Abbildung 6.13 (A), (B)). Abbildung 6.13 (C) und (D) stellen den 
Zustand zum Zeitpunkt P7 dar, der die Beobachtung aus der Analyse der HE-
gefärbten Schnitte bestätigt. 
Interessanterweise ist das Proliferationsverhalten im Kleinhirn des Knockout-Tieres 
erst zu einem späteren Zeitpunkt herabgesetzt als zu dem Untersuchungszeitpunkt, 
an dem morphologische Unterschiede zwischen Knockout und Wildtyp auftreten. 
 
 
Abbildung 6.13: Immunhistochemische Untersuchung mit Anti-Proliferating cell nuclear 
antigen (PCNA). (A) Anteriores Kleinhirn, P1, Wildtyp. (B) Anteriores Kleinhirn, P1, Knockout-Tier. 
Primäre Vergrößerung 20X, Größenbalken 200 µm. (C) P7, Wildtyp. (D) P7, Knockout-Tier. Primäre 
Vergrößerung 4X, Größenbalken 0,5 mm. EGL: External Germinal Layer.
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Da die Proliferationsmarker offen legen, dass der Zellzyklus im Txnrd1-Knockout 
gestört ist, wurden entsprechende Marker verwendet, um eine genauere Aussage 
über die Störpunkte in der Mitose treffen zu können (Abbildung 6.14). CyclinD2 ist ein 
Protein im Zellkern, das den Übergang von G0 zu G1 einleitet, in dem es für den 
Zellzyklus wichtige Cyclin-abhängige Kinasen aktiviert (Cyclin dependent 
kinases/Cdk) (Sherr 1999). Aus der immunhistochemischen Färbung mit Anti-
CyclinD2 geht hervor, dass es zum Zeitpunkt E15,5 keinen Unterschied im Ablauf 
des Zellteilungsprozesses zwischen Wildtyp und Knockout gibt (Abbildung 6.14 (A), 
(B)). Zum Zeitpunkt P1 ((C), (D)) ist dort, wo EGL-Zellen vorhanden sind, in beiden 
Genotypen die gleiche Zellteilungsaktivität. Da die EGL im Knockout dünner und an 
manchen Stellen im anterioren Kleinhirn kaum vorhanden ist, kommt es an diesen 
Stellen entsprechend zu einer geringeren Anzahl von Anti-CyclinD2-positiven Zellen. 
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Abbildung 6.14: Immunhistochemische Färbung mit Anti-CyclinD2 und Anti-p21. (A) Anti-
CyclinD2, E15,5 Wildtyp, (B) Anti-CyclinD2, E15,5 Knockout. Primäre Vergrößerung 20X, 
Größenbalken 200 µm. (C) Anti-CyclinD2, P1 Wildtyp, (D) Anti-CyclinD2, P1 Knockout. Primäre 
Vergrößerung 10X, Größenbalken 200 µm. (E) Anti-p21, P7 Wildtyp, (F) Anti-p21, P7 Knockout. 
Primäre Vergrößerung 40X, Größenbalken 100 µm. EGL: External Germinal Layer, PC: Purkinje-
Zellen. 
 
Da die Störung der Proliferationsrate an einer Überexpression eines Cdk-Inhibitors 
wie p21 (vor allem exprimiert in Purkinje-Zellen) liegen könnte, wurde eine 
immunhistochemische Färbung mit Anti-p21 durchgeführt. p21 inhibiert den 
Übergang von G0- zur G1-, G1- zur S- sowie G2- zur M-Phase (Pestell 1999). Aus 
Abbildung 6.14 (E), (F) geht hervor, dass die Expression in den Purkinje-Zellen 
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beider Genotypen gleich ist, die Lokalisation der Purkinje-Zellen (wie bereits in den 
HE-Untersuchungen beschrieben) jedoch in den Knockout-Tieren ektopisch ist. 
Für die Darstellung und genauere Untersuchung der einzelnen Zelltypen wurden 
zelltypische Marker für die Immunhistochemie verwendet. Purkinje-Zellen werden mit 
Hilfe des Antikörpers Anti-Calbindin (Calcium binding protein) detektiert (Abbildung 
6.15 (A)-(D)) (de Talamoni 1993). Die in der HE-Färbung bereits beobachtete Ektopie 
der Purkinje-Zellen im anterioren Bereich des Cerebellum im Knockout wird 
deutlicher dargestellt. Im posterioren Bereich ähnelt die Lokalisierung der Purkinje-
Zellen dem Wildtyp, sie positionieren sich jedoch nicht gänzlich in einem Monolayer. 
Ein anderer Befund ist die Feststellung der gestörten Arborisation der Purkinje-Zell-
Dendriten im anterioren Bereich (Abbildung 6.15 (B), Insert)). Ein weiterer Antikörper 
für die Darstellung der Purkinje-Zellen ist Anti-GAD67 (Abbildung 6.15 (E), (F)), 
welcher speziell GABA-positive (Gamma Amino-Buttersäure) Zellen zu markieren 
vermag. Zu dieser Gruppe gehören Purkinje-, Golgi-, Stern- und Korbzellen (Batini 
1990). Auch hier wird die Punkinje-Zell-Ektopie im anterioren Cerebellum des 
Knockout-Tieres bestätigt. 
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Abbildung 6.15: Immunhistochemische Untersuchung mit Anti-Calbindin und Anti-GAD67. (A), 
(C) Anti-Calbindin, Cerebellum, P7 Wildtyp. (B), (D) Anti-Calbindin, Cerebellum, P7 Knockout.  
(A), (B) Anterior. (C), (D) Posterior. (E), (F) P21, Anti-GAD67, Anteriores Cerebellum. (E) Wildtyp,  
(F) Knockout. Primäre Vergrößerung 20X, Insert 100X, Größenbalken 200 µm. PC: Purkinje-
Zellschicht, SM: Str. moleculare, SG: Str. granulare. 
 
Mit Anti-NeuN wurden postmitotische Neurone der Str. granulare dargestellt 
(Abbildung 6.16 (A), (B)) (Lind 2005). Zum Zeitpunkt P21 ist die Proliferation der EGL 
abgeschlossen und die daraus entstandene Körnerzellen sind nach innen gewandert 
und haben das Str. granulare gebildet. Als Folge der dünnen EGL im anterioren Teil 
des Kleinhirns im Knockout-Tier entsteht in diesem Bereich keine geordnete 
Neuronenschicht. 
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Abbildung 6.16: Immunhistochemische Untersuchung mit Anti-NeuN und Anti-vGlut. (A) Anti-
NeuN, P21, Anteriores Cerebellum, Wildtyp. (B) Anti-NeuN, P21, Anteriores Cerebellum, Knockout. 
(C) Anti-vGlut, P21, Anteriores Cerebellum, Wildtyp. (D) Anti-vGlut, P21, Anteriores Cerebellum, 
Knockout. Primäre Vergrößerung 20X, Größenbalken 200 µm. SM: Str. moleculare, PC: Purkinje-
Zellschicht, SG: Str. granulare. 
 
Der Antikörper Anti-vGlut (vesikulärer Glutamat-Transporter) stellt zusätzlich zu den 
Körnerzellen die im Str. moleculare lokalisierten Parallelfasern des postnatalen 
Kleinhirns dar (Miyazaki 2003). Aus der Abbildung 6.16 (C), (D) geht hervor, dass 
kein Aufbau von Str. moleculare und Str. granulare im anterioren Kleinhirn des 
Knockout-Tieres im Laufe der postnatalen Entwicklung stattfindet. 
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Abbildung 6.17: Immunhistochemische Untersuchung mit Anti-Nestin. (A), (C), (E) Wildtyp, 
anteriores Cerebellum zum Zeitpunkt E15,5 (40X); E18,5 (40X); P1(63X). Größenbalken 50 µm.  
(B), (D), (F) Knockout, anteriores Cerebellum zum Zeitpunkt E15,5 (40X); E18,5 (40X); P1(63X). 
Größenbalken 50 µm. 
 
Mit dem Antikörper Anti-Nestin (Abbildung 6.17) werden intermediärfilament-Proteine 
neuronaler und vor allem glialer Vorläuferzellen dargestellt (Tohyama 1992). Die 
Expression in den neuronalen Vorläuferzellen wird herunterreguliert, wenn aus 
proliferierenden Stammzellen postmitotische Neuronen entstehen (Zimmermann 
1994). Zu den glialen Vorläuferzellen zählt auch die Bergmann Glia aufgrund der 
bereits in der Einleitung beschriebenen mitotischen Aktivität. Zum frühen 
Embryonalzeitpunkt E11,5 sind sowohl die Bergmann Glia-Faser als auch die Zellen 
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des ventrikulären Neuroepithels Nestin-positiv. Zu diesem Zeitpunkt sind keine 
Expressionsunterschiede bezüglich Nestin zwischen Wildtyp und Knockout sichtbar. 
Zum Zeitpunkt E15,5 ((A), (B)) sowie E18,5 ((C), (D)) wird die radiale Ausrichtung der 
für die Neuronen-Migration essentiellen Bergmann Glia erkennbar. Ein Unterschied 
ist jedoch nicht zu verzeichnen. Zum Zeitpunkt P1 ((E), (F)) ist die Anzahl der 
Bergmann Glia im anterioren Kleinhirn des Knockout-Tieres verringert. Diese 
Gliazellen zeigen verkürzte Ausläufer und an manchen Stellen knäuelartige 
Aufwindungen. Untersuchungen zu späteren Zeitpunkten bestätigten die Aussage 
Tohyamas (1992), dass die Expression von Nestin nur in vaskulären Zellen erhalten 
bleibt. Ein weiterer Befund ist die Darstellung der radialen Glia-Fasern im Cerebrum 
(Abbildung 6.18), die ein perlenkettenartiges Aussehen haben. Die radiale Glia im 
Cerebrum entspricht der Bergmann Glia im Cerebellum, interessanterweise wurde 
jedoch kein Unterschied zwischen Wildtyp und Knockout bezüglich radialer Glia im 
Cerebrum gesehen. 
 
Abbildung 6.18: Immunhistochemische Untersuchung mit Anti-Nestin. Darstellung radialer Glia 
im Cerebrum. P14, primäre Vergrößerung 63X, Größenbalken 50 µm. (A) Wildtyp, (B) Knockout. 
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Abbildung 6.19: Immunhistochemische Untersuchung mit Anti-GFAP. (A) Wildtyp, anteriores 
Cerebellum. (B) Knockout, anteriores Cerebellum. (C) Wildtyp, posteriores Cerebellum. (D) Knockout, 
posteriores Cerebellum. P14, primäre Vergrößerung 100X, Größenbalken 10 µm. 
 
Für die Darstellung der Bergmann Glia und von Astrozyten zu postnatalen 
Zeitpunkten ist der Antikörper Anti-GFAP (glial fibrillary acidic protein) geeignet 
(Hatten 1982). Alle postnatalen Untersuchungszeitpunkte zeigten das gleiche Bild: 
die Bergmann Glia-Faser im posterioren Knockout-Cerebellum sehen denen des 
Wildtyps in ihrer radialen Ausrichtung ähnlich (Abbildung 6.19 (B), (D)), wenn auch in 
geringerer Dichte. Im anterioren Bereich des Kleinhirns gibt es erhebliche 
Entwicklungsdifferenzen zwischen Wildtyp und Knockout, wo die Glia-Fasern des 
Knockout-Tieres ungeordnet mit einer dünneren Faserstärke vorliegen. Damit wird 
die Aussage des Anti-Nestin Antikörpers unterstützt.
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Zusammenfassend zeigen die immunhistochemischen Untersuchungen des 
gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout Tieres, dass vor allem die Proliferation der 
Zellen des EGLs gestört ist, und dass die Purkinje-Zellen mit einer gestörten 
Arborisation ihrer Dendriten ektopisch im anterioren Cerebellum lokalisiert sind, 
weiterhin dass Str. moleculare und Str. granulare sich nicht bilden und dass sich die 
Bergmann Glia-Fasern ab P1 vor allem im anterioren Bereich eine gestörte 
Entwicklung durchlaufen. 
 
6.4.1 Apoptose-Detektion 
Zur Klärung, ob der Ursprung des ausgedünnten EGLs im Knockout in einem 
erhöhten Zelltod dessen Zellen zu suchen ist, wurden apoptotische Zellen detektiert. 
Bei dem programmierten Zelltod (Apoptose) entstehen DNA-Strangbrüche, die durch 
die enzymatische Markierung von freien 3´-OH-Enden mit modifizierten Nukleotiden 
im Gewebeschnitt farblich dargestellt werden können (Gavrieli 1992). Bis hin zur 
Entwicklung des reifen Gehirns gehen bis zu etwa 50 % der Neuronen durch 
Apoptose zu Grunde. Im Kleinhirn der Maus, zum Beispiel erfolgt physiologisch eine 
hohe Apoptoserate der mitotisch aktiven Körnerzellen in der äußeren EGL zwischen 
P5 und P9 (Wood 1993). Folgende Entwicklungsstufen wurden untersucht: E11,5; 
E15,5; E18,5; P1 und P7. Als Positivkontrolle wurde Hodengewebe genutzt, da 
Apoptose in den Keimzellen ein allgemein gut darstellbarer zellulärer Vorgang ist 
(Clermont 1972). Wie in Abbildung 6.20 für P7 dargestellt, zeigten die Zellen des 
EGL im Knockout-Tier zu keinem dieser Zeitpunkte eine erhöhte Apoptose-Rate im 
Vergleich zum Wildtyp. 
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Abbildung 6.20: Apoptose-Detektion zum Untersuchungszeitpunkt P7 der Entwicklung. Primäre 
Vergrößerung 40X, Größenbalken 50 µm. (A) Positivkontrolle im Hoden. Pfeile: Apoptose-positive 
Zellen, SpG: Spermatogonien, SZ: Sertoli-Zelle, Prim. SpZ: Primärer Spermatozyt, SpT: Spermatiden. 
(B) Negativ-Kontrolle, anteriores Cerebellum: hier wurde der primäre Antikörper nicht verwendet,  
EGL: External Germinal Layer, PC: Purkinje-Zellschicht, IGL: Inner Granular Layer. (C) Wildtyp, 
anteriores Cerebellum. Pfeile: Apoptose-positive Zellen. (D) Knockout, anteriores Cerebellum.  
Pfeile: Apoptose-positive Zellen. 
 
6.5 Semiquantitative RT-PCR 
Zur Überprüfung der Herabsetzung des Txnrd1-Expressionsniveaus auf mRNA-
Ebene im Gehirngewebe wurde eine semiquantitative RT-PCR mit Gehirn-, und als 
Kontrolle, Nierengewebe aus adulten Mäusen durchgeführt. Für diese Analyse wurde 
zum einen ein Primerpaar verwendet, welcher das im Knockout entfernte Exon 15 
detektiert (Txnrd1 E13f/ Txnrd1 E15r) und zum anderen ein Primerpaar, das ein 
Produkt von Exon 5 bis Exon 11 amplifiziert (Txnrd1 59f/ Txnrd1 60r), welches im 
Knockout die trunkierte Txnrd1-mRNA und im Wildtyp sowohl die Wildtyp-Sequenz 
der  Txnrd1-mRNA als auch die trunkierte Form darstellt. Die Ergebnisse der 
semiquantitativen RT-PCR (Abbildung 6.21) zeigten, dass die Expression von Exon 
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15 im Gehirn von Txnrd1-Knockout unterbunden ist, es im Nierengewebe dagegen 
weiterhin exprimiert wird. Weiterhin geht hervor, dass die Expression im Gehirn des 
Knockout-Tieres der trunkierten Form der Txnrd1-mRNA geringer als in der Niere ist 
und dass im Wildtyp-Gehirn dagegen mehr Wildtyp-Sequenz und trunkierte Txnrd1-
mRNA als in der Niere vorliegt. Damit wurde auch molekularbiologisch 
nachgewiesen, dass der gehirnspezifische Knockout von Txnrd1 auf mRNA-Ebene 
funktioniert. 
 
Abbildung 6.21: Semiquantitative RT-PCR. E13f/15r amplifiziert ein Produkt von Exon 13 bis  
Exon 15. Txnrd1 59f/60r amplifiziert ein Produkt von Exon 5 bis Exon 11 und stellt die trunkierte Form 
von Txnrd1 dar. Als Lade-Kontrolle wurde ein Primerpaar für Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. WT = Wildtyp, KO = Knockout. 
 
6.6 Western Blot 
Um den gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout zusätzlich auf der Protein-Ebene zu 
bestätigen, wurde ein Western Blot durchgeführt (Abbildung 6.22). Die 
zytoplasmatische Protein-Fraktion aus Gehirn- und Nierengewebe adulter Mäuse 
wurde extrahiert, auf einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und für die Inkubation mit 
einem Antikörper gegen Txnrd1 auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Als 
Kontrolle für die Protein-Beladung des Gels wurde ein Antikörper gegen α-Tubulin 
verwendet. Aus der Abbildung geht hervor, dass im Gehirn der Knockout-Mäuse 
keine Thioredoxin Reduktase1 nachgewiesen werden kann und dass es dagegen in 
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der Niere weiterhin produziert wird, wobei im Knockout-Gehirngewebe die Menge an 
Protein trotz stärkerer Beladung im Verhältnis zum Wildtyp leicht reduziert ist. 
 
 
 
Abbildung 6.22: Western Blot mit Anti-Txnrd1. Als Lade-Kontrolle wurde Anti-α-Tubulin verwendet. 
WT = Wildtyp, KO = Knockout, jeweils 2 Tiere. 
6.7 DNA-Chip Analyse und Northern Blot 
Für die Untersuchung, ob die Expression bestimmter Gene, die für die Entwicklung 
und physiologische Funktion des Kleinhirns von Bedeutung sind, im Knockout-Tier 
verändert ist, wurde freundlicherweise eine DNA-Chip Analyse vom 
Kooperationspartner Tomek Mijalski durchgeführt (Institut für Experimentelle Genetik, 
GSF, Neuherberg). Gehirngewebe (Cerebrum und Cerebellum) 14 Tage alter 
Knockout- und Kontrolltiere wurde verwendet. Folgende Gene waren im Knockout in 
ihrer Expression signifikant verändert und für die Gehirnentwicklung und –physiologie 
von Interesse:
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Tabelle 6.1: Differentiell exprimierte Gene im gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout (P14) 
Genbezeichnung Gen ID/ Funktion im Gehirn Faktor 
Thioredoxin Reduktase 1 Txnrd1/ siehe Einleitung - 1,87 
Angiotensinogen Agt/ Aufrechterhaltung der Blut-Gehirn-
Barriere; Neuronen-Apoptose-Schutz 
+ 1,77 
Zinc finger protein 1 Zic1/ Regulation der 
Neuronendifferenzierung im Kleinhirn 
- 1,74 
Selenoprotein W SelW/ Antioxidanz - 1,33 
Adenylatzyklase 1 Adcy1/ cAMP-Signalkaskade; 
Neuroplastizität 
- 1,42 
Der Faktor gibt die Änderung des Expressionslevels des jeweiligen Genes in dem gehirnspezifischen 
Txnrd1-Knockout im Vergleich zum Wildtyp wieder. Ein positiver Faktor zeigt an, dass die Expression 
eines Gens erhöht war, während ein negativer Faktor für ein erniedrigtes Expressionslevel steht. 
 
Diese Ergebnisse wurden daraufhin durch Northern Blots verifiziert. Das Gewebe 
wurde jedoch anders als das Gewebe für den DNA-Chip sowohl aus Tieren zum 
Zeitpunkt P7 und P28 entnommen und nach Groß- und Kleinhirn getrennt. RNA 
wurde extrahiert, in Gegenwart von denaturierendem Formamid in einem Agarosegel 
aufgetrennt, an einer Nitrocellulosemembran gebunden und mit einer radioaktiv 
markierten Einzelstrang-DNA-Sonde inkubiert. 
 
 
Abbildung 6.23: Northern Blot mit SelW-Sonde (Selenoprotein W). Als Lade-Kontrolle wurde eine 
Sonde für spezifisch für Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. GH = 
Großhirn, KH = Kleinhirn, WT= Wildtyp, KO = Knockout. 
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Es wurden Sonden für alle in Tabelle 6.1 genannten mRNA-Sequenzen bis auf 
Txnrd1 hergestellt. Das einzig auswertbare Ergebnis wurde jedoch mit der Sonde für 
SelW-mRNA erzielt (Abbildung 6.23). Daraus geht hervor, dass mit dem Northern 
Blot kein Unterschied zwischen Knockout und Wildtyp detektiert werden konnte. Die 
Expression von SelW ist aber sowohl an P7 als auch an P28 im Kleinhirn höher als 
im Großhirn. 
 
6.8 Real-Time PCR 
Eine andere Methode, um Gen Expressions-Veränderungen im Knockout quantitativ 
festzustellen, ist Real-Time PCR. Dafür wurde RNA aus Kleinhirnen von Knockout- 
und Kontrolltieren an P0 und P7 präpariert. Die eigentliche Durchführung der Real-
Time PCR wurde freundlicherweise von der Kooperationspartnerin Cemile Jakupoglu 
(Institut für Rekonstruktive Neurobiologie, Universität Bonn) übernommen. Folgende 
Gene wurden für die Untersuchung ausgewählt:
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Tabelle 6.2: Differentiell exprimierte Gene im gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout (P0, P7) 
Genbezeichnung Funktion im Gehirn Faktor 
Txnrd1 (Thioredoxin Reduktase) siehe Einleitung P0: - (4,3 - 9,2) 
P7: - (1,8 – 158) 
Nestin siehe Einleitung P7: + (1,6 – 2,4) 
GFAP (Glial fibrillary acidic protein)  siehe 6.4. Exprimiert in Glia, Astrozyten P0: - (1,7 – 2,9) 
Pax6 (Paired box gene) Postnatale Anregung (glialer) Zellen zur 
Neubildung von Neuronen 
P0: - (1,2 – 1,5) 
En1 (Engrailed) Anlage des Kleinhirns Kein signifikanter Unterschied 
Tubb3 (Neuron spezifische Klasse III 
Tubulin) 
Gen der Neuronen-Mikrotubuli  Kein signifikanter Unterschied 
vGlut1 (vesikuläre Glutamat-
Transporter) 
Exprimiert in Körnerzellen, Parallelfaser 
im Str. moleculare 
Kein signifikanter Unterschied 
Gad67 (GABAerge Neurone) Exprimiert in Purkinje-Zellen Kein signifikanter Unterschied 
CNP (Zyklische Nukleotid 
Phosphodiesterase) 
Exprimiert in Oligodendrozyten Kein signifikanter Unterschied 
Der Faktor gibt die Änderung des Expressionslevels des jeweiligen Genes in dem gehirnspezifischen 
Txnrd1-Knockout im Vergleich zum Wildtyp wieder. Ein positiver Faktor zeigt an, dass die Expression 
eines Gens erhöht war, während ein negativer Faktor für ein erniedrigtes Expressionslevel steht. 
 
Wie in Tabelle 6.2 und in der semiquantitativen RT-PCR dargestellt, ist die 
Expression von Txnrd1 im Gehirn der Knockout-Tiere deutlich herabgesetzt. 
Weiterhin geht hervor, dass im Knockout-Tier die Expression von Nestin an P7 
erhöht ist, einem Zeitpunkt, zu der im Wildtyp die Expression abfällt. Als letzte 
Ergebnisse der Real-Time PCR ist die Runterregulierung von GFAP und im 
geringeren Grad von Pax6 am Tag der Geburt in Knockout-Tieren zu verzeichnen. 
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7 Diskussion 
 
Ziel dieser Arbeit war die Analyse eines Mausmodells, in welchem das Selenoprotein 
Thioredoxin Reduktase 1 (Txnrd1) selektiv in neuronalen Vorläuferzellen 
ausgeschaltet ist. 
Die gezüchteten neuronspezifischen Txnrd1-Knockout Tiere zeigten eine Kleinhirn-
Hypoplasie einhergehend mit Ataxie und Gewichtsreduktion. Das veränderte 
Bewegungsmuster wird verständlich durch eine gestörte Zytoarchitektur, welche vor 
allem im anterioren Kleinhirn durch ektopisch lokalisierte Purkinje-Zellen imponiert. 
Zusätzlich wird eine fehlerhafte Laminierung durch das Fehlen von Str. moleculare 
und Str. granulare, degenerierte Bergmann Glia-Fasern und fusionierte Lobuli 
festgestellt. Gleichzeitig kommt es zu einer veränderten Expression weiterer, für das 
Kleinhirn wichtiger Gene (Nestin, GFAP, Pax6) in den Txnrd1- Knockout Tieren und 
dies führt zu dem Schluss, dass Txnrd1 eine wichtige Rolle in der Entwicklung des 
Kleinhirns spielt. 
 
7.1 Reduziertes Körpergewicht im Txnrd1-Knockout Mausmodell 
Ein gegenüber den Kontroll-Tieren reduziertes Körpergewicht kennzeichnet viele 
Mausmodelle mit Kleinhirn-Phänotyp, wie z.B. Staggerer (Rorα), Tottering-Mutante, 
Purα-Knockout (Heuze 1997, Jarvis 2002, Isaacs 1995, Fletcher 1996, Khalili 2003). 
Einige der Autoren dieser Arbeiten schlagen als Erklärung eine ataktisch bedingte 
Problematik, insbesondere einen Nachteil bei der Konkurrenz mit den 
Wurfgeschwistern bei der Futteraufnahme vor. Diese Erklärung ist bei der Zucht der 
Txnrd1-Knockout Tiere jedoch unwahrscheinlich, da sie in der postnatalen Phase 
Futterbrei angeboten bekamen und jeder Zeit Futter zur Verfügung stand. Die 
Tatsache, dass die Knockout Tiere keine Probleme in der Reproduktion und Aufzucht 
ihrer Nachkommen zeigen, spricht nicht für eine generell verzögerte oder 
zurückgebliebene Entwicklung des Körpers. Die genaue Ursache für das reduzierte 
Körpergewicht bleibt weiterhin unbekannt. 
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7.2 Histologische Befunde 
Die Befunde der histologischen Analyse der Knockout-Tiere lassen sich 
folgendermaßen zusammenfassen: die Inaktivierung von Txnrd1 in neuronalen 
Vorläuferzellen verursacht eine Hypoplasie des Kleinhirns und es kommt besonders 
in dessen anteriorem Bereich zu fehlerhafter Foliation, Störung der Glia-Organisation 
und zur nesterartiger Ausbildung der EGL. Daraus resultiert ein Fehlen der IGL und 
des Str. moleculare, sowie das Auftreten sowohl einer ektopischen Lokalisation als 
auch einer Degeneration der Purkinje-Zellen. 
 
7.2.1 Cerebelläre Hypoplasie 
Die Bedeutung einer intakten EGL für eine korrekte Expansion und daraus folgender 
Foliation des Kleinhirns während der Entwicklung wird in dem Math-1-Knockout 
(mouse atonal homologue1) verdeutlicht (Ben-Arie 1997, Mares 1970). Math-1 ist ein 
Säugetierhomolog des Drosophila melanogaster atonal-Gens und kodiert für einen 
basic Helix-Loop-Helix (bHLH )-Transkriptionsfaktor, der in den Zellen der EGL 
exprimiert wird. Die gezielte Ausschaltung von Math-1 im Genom führt zum 
vollständigen Verlust der EGL, und es finden weder Expansion noch Foliation des 
Kleinhirns statt. Analog zu diesem Modell kann die Kleinhirn-Hypoplasie der Txnrd1-
Knockout Tiere durch die nur nesterartig ausgebildete EGL erklärt werden, 
insbesondere wenn in Betracht gezogen wird, dass die Zellen der EGL die einzigen 
mitotisch aktiven Zellen im postnatalen Kleinhirn sind. Mares et al. (1970) haben 
deshalb als Erste diskutiert, dass die Proliferation dieser Schicht die treibende Kraft 
hinter der Kleinhirn-Expansion und -Foliation ist. 
Die Kleinhirn-Größe allein scheint jedoch kein kritischer Faktor in der Ausbildung des 
Foliationsmusters zu sein. Unterernährung von Ratten während ihrer Entwicklung 
führte zu kleineren, aber korrekt ausgebildeten Lobuli des Kleinhirns (Vitiello 1989). 
Das postnatale Wachstum des Kleinhirns stellt einen wesentlichen Faktor für die 
Streckung des Str. ganglionare vom Multilayer zum Monolayer dar. Der Grund für 
den zum Teil vielschichtigen Aufbau des Str. ganglionare innerhalb des ansonsten 
korrekt laminierten posterioren Kleinhirns ist daher wahrscheinlich die Hypoplasie im 
Txnrd1-Knockout, die sich jedoch auf das gesamte Kleinhirn bezieht. 
Die Colliculi inferiores und superiores erscheinen bei der stereomikroskopischen 
Untersuchung nur deshalb vergrößert, weil das Kleinhirn der Txnrd1-Knockout Tiere 
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hypoplastisch ist und somit die Colliculi exponierter sind, wie dies auch im Falle des 
Cyclin-D2-Knockout Tieres, einer Mutante mit verringerter Zellzyklus-Aktivität mit 
gleichzeitiger Ausbildung eine Phänotyps im Kleinhirn, beschrieben worden ist 
(Huard 1999). 
 
7.2.2 Zusammenhang der Entwicklung der verschiedenen neuronalen und glialen 
Zelltypen im Kleinhirn 
Da Purkinje-, Glia- und Körnerzellen während der Entwicklung des Kleinhirns 
miteinander interagieren, führt die primäre Störung eines dieser Zelltypen oft zu einer 
sekundären Störung der anderen Zelltypen. Beispielsweise breiten sich die Dendriten 
von Purkinje-Zellen dann aus, wenn Zellen aus der EGL via Bergmann Glia in 
Richtung IGL wandern und währenddessen ihre Axone (Parallelfaser) ausbreiten 
(Altman 1997, Caddy 1990). NeuroD (auch BETA2 genannt) ist ein bHLH-
Transkriptionsfaktor, der für die Mitose- und Differenzierungsabläufe in der EGL 
wichtig ist (Chae 2004). Wie bei den BETA2/NeuroD1-Knockout Tieren gezeigt 
wurde, hat die Entfernung eines für die EGL wichtigen Faktors zur Folge, dass 
aufgrund fehlender mitotischer Vorgänge in der EGL eine Kleinhirnhypoplasie 
entsteht, die zum Fehlen der mechanischen Streckung des Purkinje-Zell-Multilayers 
zum Monolayer, zum Ausbleiben des IGL-Aufbaus und zu der fehlenden Ausbreitung 
der Purkinje-Zelldendriten führt (Cho 2006). Auf der anderen Seite gibt es die Reeler-
Mutante, bei der die primäre Einwirkung des Wachstumsfaktors Reelin auf die 
Purkinje-Zellen nicht erfolgen kann, was dazu führt, dass die Anzahl der Purkinje-
Zellen vermindert ist, und diese eine ektopische Lokalisation einnehmen. Da die 
Purkinje-Zellen den mitogenen Faktor sonic hedgehog produzieren, der für die 
Proliferation der Zellen in der EGL und für die Induktion der Bergmann Glia 
notwendig ist, entsteht auch in der Reeler-Mutante ein hypoplastisches Kleinhirn mit 
gestörter Laminierung und Foliation (Goldowitz 1997, Smeyne 1995, Dahmane 
1999). Das enge Verhältnis zwischen Bergmann Glia und Purkinje-Zellen wird zum 
einen deutlich durch ihre Ko-Lokalisation mit etwa 8 Bergmann Glia-Zellen pro 
Purkinje-Zelle, zum anderen durch die Befunde, dass nach einer Transplantation 
embryonaler Purkinje-Zellen in adultes Kleinhirn-Gewebe Nestin in den adulten 
Bergmann Glia-Zellen aufs Neue exprimiert wird (Reichenbach 1995, Sotelo 1994). 
Daher wird von Altman und Bayer vorgeschlagen, die Bergmann Glia als Purkinje-
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Zell-assoziierte Astrozyten zu definieren, die ihren zellulären Phänotyp unter Einfluss 
der anliegenden Purkinje-Zellen anpassen (Altman 1997). Was sind also die 
Konsequenzen einer gezielten Störung der Bergmann Glia? Das Versuchsmodell 
von Delaney ermöglicht solch eine Störung zu jedem beliebigen Zeitpunkt: je früher 
dies geschieht, z.B. zum Entwicklungszeitpunkt P1, desto gravierender sind die 
beobachteten Folgen: Kleinhirn-Hypoplasie, Störung der Laminierung, 
Desorganisation der Bergmann Glia, Ektopie der Purkinje-Zellen sowie Degeneration 
ihrer Dendriten und auch eine Körnerzell-Depletion (Delaney 1996). Diese Arbeiten 
zeigten, dass die Bergmann Glia einen essentiellen Organisator der cerebellären 
Cortex darstellt, besonders für die normal-anatomische Anordnung der Purkinje-
Zellen und ihrer Dendriten sowie für die Gewährleistung der Purkinje-Zell-Vitalität. 
Folgende Punkte untermauern weiterhin die Wichtigkeit der Bergmann Glia in der 
Kleinhirn-Entwicklung: Glia-Zellen sezernieren nur zu bestimmten Zeitpunkten 
Adhäsionsmoleküle für die Migration der Körnerzellen (Komuro 1995). Falls es zur 
Desynchronisation, sei es örtlich oder zeitlich, zwischen Adhäsionsmolekül-Synthese 
und der intrinsisch kontrollierten Dauer der Körnerzellmigration kommt, wird deren 
Migration nicht stattfinden (Trenkner 1984). 
 
7.2.3 Was ist die pathogenetische Ursache der aberranten Kleinhirn-Entwicklung im 
Txnrd1-Knockout-Modell? 
Bei der Suche nach einer Antwort auf die Frage nach der primären Ursache der 
phänotypischen Abweichungen im Txnrd1-Knockout muss bedacht werden, dass 
Txnrd1 im untersuchten Modell bereits in neuronalen Vorläuferzellen ausgeschaltet 
wird und somit sowohl in den später entstehenden Glia-Zellen als auch in den 
Neuronen fehlt (Beschreibung des Modells: siehe Einleitung). Zusammen mit dem 
Kooperationspartner Ulrich Schweizer (Institut für Experimentelle Endokrinologie, 
Charité - Universitätsmedizin Berlin) wurde an einer Eingrenzung der möglichen 
Ursachen gearbeitet: Mäuse mit gefloxten Txnrd1-Allelen wurden mit Tubulin III-Cre 
transgenen Mäusen statt mit Nestin-Cre transgenen Mäusen gekreuzt. Somit wurde 
Txnrd1 postnatal und nur in Neuronen ausschaltet. Interessanterweise entwickelte 
sich dabei im Unterschied zur Kreuzung von gefloxten Txnrd1-Tieren mit Nestin-Cre 
transgenen Mäusen kein Kleinhirnphänotyp. Die Interpretation liegt nahe, dass im 
Nestin-Cre Txnrd1-Knockout entweder die Bergmann Glia die primär betroffene 
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Zellsorte ist, die Kleinhirn-Anlage ab initio schon gestört ist, oder beide 
pathogenetische Wege auftreten. Da aber die Kleinhirn-Anlage in der hier 
vorgenommenen histologischen Untersuchung keine Abweichungen von der 
normalen Entwicklung aufweist, gibt der Versuch mit dem oben genannten 
Neuronen-spezifischen Txnrd1-Knockout (Schweizer) einen klaren Hinweis auf die 
Bergmann Glia als primäre Targetzelle des Kleinhirn-Phänotyps im Nestin-Cre 
Txnrd1-Knockout. Außerdem spricht für diese Argumentation die Tatsache, dass in 
der immunhistochemischen Untersuchung mit Anti-PCNA und Anti-PH3 
Proliferationsunterschiede erst zu einem Zeitpunkt nachweisbar sind, zu dem man 
schon morphologische Unterschiede feststellen kann, die Proliferationsstörung also 
nur sekundär sein kann. Die Frage, ob die Bergmann Glia bereits in der Anlage 
verändert ist, oder ob eine Problematik in der Interaktion mit den Neuronen vorliegt, 
bleibt hingegen weiterhin offen. 
 
7.2.4 Vergleich mit anderen Mutanten mit einem Kleinhirn-Phänotyp 
Bei der Durchsicht der Literatur nach Kleinhirnphänotypen fällt die spontane Mutante 
Mea (Meander tail) auf, die ihren Namen aufgrund einer Abnormalität der 
Schwanzwirbel erhalten hat (Ross 1990, Jensen 2004). Diese Mutante hat zusätzlich 
einen mit dem Txnrd1-Knockout vergleichbaren Kleinhirn-Phänotyp, der sich durch 
Purkinje-Zell Ektopie, Laminierungsstörungen, Desorganisation der Bergmann Glia 
sowie Foliationsdefekten im anterioren Kleinhirn auszeichnet (Grishkat 1996). 
Interessanterweise zeigt diese Mutante eine ähnlich scharfe Grenze bei Lobulus VI 
zwischen dem unorganisierten anterioren und dem verhältnismäßig gut organisierten 
posterioren Kleinhirn wie in den Txnrd1-Knockout Mäusen. Weitere Untersuchungen 
ergaben, dass die Mea- Entwicklungsstörung primär intrinsisch Vorläufer der 
Körnerzellen betrifft und dass die scharfe Grenze nur augenscheinlich ist, das heißt 
bei dieser Maus liegt in Wirklichkeit ein Einwirkungsgradient über das gesamte 
Kleinhirn vor, jedoch mit der größten Ausprägung im anterioren Bereich (Hamre 
1997). Als Erklärung für die sehr deutlichen Effekte der Mutation selektiv auf das 
anteriore Kleinhirn wird eine Kompartiments-Theorie für das sich entwickelnden 
Kleinhirn vorgeschlagen: es gibt Hinweise aus „Lineage“-Analysen in Küken 
(Martinez 1989), aus Mutanten-Phänotypen (Ross ME 1990) und aus transgenen 
Mausmodellen (Logan 1993), dass eine Einteilung in eine anteriore und posteriore 
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Domäne mit einer Kompartimentsgrenze in Lobulus VI stattfindet (Hallonet 1990). 
Diese Grenze markiert auch den Defekt im posterioren Bereich der bereits 
beschriebenen BETA2/NeuroD1-Knockout Tiere, der wie ein horizontal gespiegeltes 
Erscheinungsbild der Veränderung bei den Mea-Mutanten oder auch bei den Txnrd1-
Knockout Tieren aussieht (Cho 2006). Diese Grenze wird ebenso in den 
Mausmodellen Tottering, Swaying und leaner postuliert (Thomas 1991, Ross 1990, 
Fletcher 1996). Die Idee der Kompartimente ist nicht neu, sondern entstammt der 
Drosophila melanogaster-Entwicklungsgenetik. Einige Autoren schlagen vor, dass 
die in Drosophila melanogaster beobachtete Aufteilung in Entwicklungsdomänen 
auch in Säugetieren konserviert ist (Lumsden 1989, Ingham 1988). 
Das cerebelläre Erscheinungsbild der Txnrd1-Knockout Tiere unterstützt die 
Annahme einer anterior-posterioren Kompartimentierung im Kleinhirn und deutet 
darauf hin, dass die Entwicklung der Bergmann Glia unter dem Einfluss von solchen 
regionalen Unterschieden im Kleinhirn steht. Da die Glia-Fasern sich im posterioren 
Bereich des Knockout-Kleinhirns mit Hilfe der GFAP-Färbung zwar geordnet aber 
weniger dicht im Vergleich zum denselben Bereichen des Wildtyps darstellen, 
besteht die Möglichkeit, dass die Wirkung von Txnrd1 auch einem anterior-
posterioren Gradienten unterliegt. Es kann dabei auch nicht ausgeschlossen werden, 
dass die Bergmann Glia des anterioren Kleinhirns eine Zellpopulation darstellt, die 
sich funktionell von der restlichen Bergmann Glia unterscheidet. Weiter kann 
vorgeschlagen werden, dass Txnrd1 für die Bildung der Fissuren im anterioren 
Kleinhirn notwendig ist. Es gibt allerdings bisher nur wenige bekannte Genprodukte, 
die die Foliation direkt beeinflussen: Cerebellar folial pattern-1-5 (Cfp-1-5) und 
declival sulcus of cerebellum (dsc) sind Gene, die jeweils eine spezifische Fissur im 
Kleinhirn beeinflussen (Neumann 1990, Le Roy-Duflos 2001, Wahlsten 1991). Die im 
Txnrd1-Knockout ermittelten Befunde wie z.B. Desorganisation der Bergmann Glia 
oder Degeneration der Purkinje-Zell-Dendriten wäre mit dem hier vorgestellten 
Modell jedoch nicht hinreichend erklärbar. 
7.3 Fehlen von histopathologischen Veränderungen im Großhirn der Txnrd1-
Knockout Mäuse 
Die Entwicklung eines ausschließlich im Kleinhirn lokalisierten Phänotyps bei der 
Ausschaltung von Txnrd1 in neuronalen Vorläuferzellen stellt ein unerwartetes 
Ergebnis dar, da Txnrd1 im gesamten Gehirn exprimiert wird (Jakupoglu 2005). Die 
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immunhistochemische Färbung gegen Nestin zeigt, dass die radialen Glia-Fasern 
sich im Großhirn der Txnrd1-Knockout Tiere im Gegensatz zum Kleinhirn normal 
entwickeln. Ausserdem zeigt die Färbung gegen BrdU, dass die interkinetische 
Kernwanderung in der Kortikalplatte des Großhirns wie im Wildtyp verläuft. Dies sind 
Vorraussetzungen für eine normale Großhirnentwicklung. Txnrd1 weist 
möglicherweise trotz genereller Gehirn-Expression einen regionalen Unterschied in 
der biologischen Funktion auf. Das könnte zurückführbar sein auf die Tatsache, dass 
entsprechende Interaktionspartner nur lokal exprimiert sind. Auf jeden Fall steht fest, 
dass Txnrd1 eine besondere Bedeutung für die korrekte Ausbildung der Bergmann 
Glia im Kleinhirn hat, vor allem im anterioren Bereich. 
 
7.4 Störungen des Zellzyklus 
Die fehlende Ausbildung der anterioren Lobuli und deren geordneter Laminierung 
sowie die nesterförmige Verteilung der EGL in diesem Bereich könnte auch durch 
eine herabgesetzte Proliferation oder durch eine erhöhte Apoptose-Rate in diesem 
Bereich erklärt werden. Es gab jedoch keine immunhistologischen Anzeichen eines 
erhöhten Auftreten von Zell-Apoptose. Die herabgesetzte Proliferation wurde mit Hilfe 
der Proliferationsmarker anti-PH3 und anti-PCNA gezeigt. Diese 
Proliferationsstörung sollte im Detail durch eine Analyse des Expressionsniveaus der 
Zellzyklusmarker Cyclin D2 und p21 untersucht werden. Cyclin D2 wurde unter den 
zahlreichen Zellzyklusmarkern ausgewählt, weil Cyclin D2-Knockout Mäuse einen 
Phänotyp mit Kleinhirn-Hypoplasie aufgrund reduzierter Anzahl der Körnerzellen 
zeigen. Ausserdem wird Cyclin D2 im cerebellären Neuroepithel und später in 
postmitotischen Körnerzellen der EGL exprimiert (Ross 1996, Huard 1999). Der 
Antikörper gegen den Zellzyklus-Inhibitor p21 wurde ausgewählt, da p21 
nachweislich in Purkinje-Zellen exprimiert wird (Legrier 2001, Miyazawa 2000). Bei 
den immunhistochemischen Untersuchungen ergab sich kein Unterschied in der 
Expression von p21 zwischen den Kontroll- und Txnrd1-Knockout Tieren. Aus der 
Färbung gegen CyclinD2 geht hervor, dass weniger Zellen in der EGL des Kleinhirns 
der Txnrd1-Knockout Tiere positiv sind. Dabei muss zur Limitation der Aussage 
allerdings in Betracht gezogen werden, dass in einer ausgedünnten EGL ohnehin 
weniger Zellen immunhistochemisch anfärbbar sind. Ein weiterer wichtiger Punkt, 
warum die Verknüpfung zwischen Txnrd1 und Zellzyklus untersucht wurde, ist die 
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Tatsache, dass Txnrd ein Zielgen von c-Myc ist (Schuhmacher 2001). C-Myc gehört 
zu den retroviralen Proto-Oncogenen und ist ein multifaktorieller Transkriptionsfaktor, 
der an Zellproliferation, -Wachstum, -Differenzierung und an weiteren intrazellulären 
Vorgängen beteiligt ist (Grandori 2000). N-Myc gehört sowie c-Myc und v-Myc zur 
selben Transkriptionsfaktorfamilie und hat in Neuronen wahrscheinlich c-Myc-
ähnliche Funktionen. N-Myc wurde, analog zu Txnrd1, mit Nestin-Cre in neuronalen 
Vorläuferzellen ausgeschaltet und der entsprechende Knockout zeigt einen Kleinhirn-
Phänotyp, der zwar in puncto Ataxie und Kleinhirn-Hypoplasie mit dem des Txnrd1-
Knockout Tieres zu vergleichen ist, jedoch zum Txnrd1-Knockout in folgenden 
Punkten divergiert: es treten zusätzliche Veränderungen im Großhirn auf, Anomalien 
sind bereits in der Kleinhirn-Anlage erkennbar, die Ektopie der Purkinje-Zellen ist nur 
gerringgradig ausgeprägt, und es besteht keine Desorganisation des anterioren 
Bereiches. Daher eignet sich der n-Myc Nestin-Cre-Knockout nicht zum Vergleich mit 
dem gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout und bietet keinen Ansatz für 
mechanistische Erklärungen (Knoepfler PS 2002). 
Es gibt neue Daten, die den Schluss zulassen, dass sich die Aufgabe der Glia-Zellen 
nicht nur auf ihre stützende Funktion bei der Migration und Ernährung der Neuronen 
beschränkt, sondern profund mit der Entwicklung des Nervensystems verbunden ist. 
Die radiale Glia durchläuft nämlich in allen Bereichen des ZNS (und somit auch die 
Bergmann Glia des Kleinhirns) eine neurogene Phase. Dabei unterscheiden sich die 
einzelnen Gehirnregionen in den Zeitpunkten, wann diese neurogene Phase 
stattfindet (Noctor 2002, Anthony 2004). Es wird sogar auf Grund von 
Klonierungsanalysen und Cre/LoxP fate mapping von Anthony et al. (2004) 
vorgeschlagen, dass in der neurogenen Phase die Vorläufer der Körnerzellen aus 
Bergmann Glia entstehen. Obwohl die hier vorgelegten Untersuchungen keine 
genaue Mechanistik der Dysmorphologie in den Txnrd1-Knockout Tieren beschreibt, 
ist vorstellbar, dass durch die Störung der Bergmann Glia in der neurogenen Phase 
sowohl deren Anomalie als auch die Störungen in den entstehenden Körnerzellen 
bedingt.
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7.5 Molekularbiologische Ergebnisse 
7.5.1 RT-PCR 
Die Expression von Txnrd1 mRNA zeigte sich im Wildtyp in den Nieren stärker als im 
Gehirn, was die Angaben aus der Literatur bestätigt (Jurado 2003, Rundlof 2000). Im 
Gehirn des Knockout-Tieres wird nur wenig Txrnd1 mRNA in trunkierter Form 
exprimiert, d.h. ohne das für die katalytische Aktivität notwendige Exon 15. 
Interessanterweise ist deutlich mehr trunkierte Txnrd1 im Wildtyp-Gehirn exprimiert 
als in der Niere des Wildtyps. Trunkierte mRNAs unterliegen einem beschleunigten 
Abbau und aufgrund der speziellen Translation der Selenoproteine ist meist kein 
direkter Zusammenhang zwischen mRNA-Menge und exprimiertem Protein gegeben. 
Trunkiertes Txnrd1 Protein entsteht in vitro in Zellen bei Selenmangel. Anestål et al. 
(2003) haben beobachtet, dass eine trunkierte Form von Txnrd1 die Apoptose-Rate 
erhöht. Deshalb wurde trunkierter Txnrd1 eine Rolle in der Pathophysiologie der 
Krankheiten, die bei Selendefizienz entstehen, in Erwägung gezogen            
(Yarimizu 2000). Eine erhöhte Apoptose-Rate konnte jedoch weder im Wildtyp noch 
im Txnrd1-Knockout beobachtet werden, was einen durch trunkiertes Txnrd1 
bewirkten Effekt ausschliesst. 
 
7.5.2 Western Blot 
Auf Protein-Ebene wird gezeigt, dass die Entfernung von Txnrd1 im Gehirngewebe in 
dem vorliegenden Maus-Modell erfolgreich verläuft, dass aber auch die Txnrd1-
Proteinmenge in der Niere des Knockout-Tieres geringgradig verringert ist. Ob in 
diesem Gewebe ein regulatorischer Prozes zwischen mRNA- und Proteinebene 
geschaltet ist bleibt unklar und wurde nicht weiter untersucht, da dies den Rahmen 
der vorliegenden Arbeit gesprengt hätte. 
 
7.5.3 DNA-Chip, Northern Blot & Real-Time PCR 
Die Schwierigkeit, mit der weniger sensitiven Northern Blot-Technik die mit dem 
hochsensitiven DNA-Chip erzielten Ergebnissen zu verifizieren, kann mit den sehr 
geringen Mengen an exprimierter mRNA zusammenhängen. Deshalb wurde mit 
einer anderen Methode versucht, einen Hinweis auf die Mechanistik der 
phänotypischen Kleinhirn-Störung im vorliegenden Txnrd1-Mausmodell zu erhalten: 
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der Real-Time PCR. Die bis etwa dreifache Runterregulation des Glia-Proteins GFAP 
im Knockout zum Zeitpunkt der Geburt spricht, zusammen mit den oben diskutierten 
Ergebnissen aus der immunhistologischen Untersuchung sowie mit den 
Erkenntnissen aus der neuronenspezifischen Txnrd1-Zucht durch Ulrich Schweizer 
(Inst. für Experimentelle Endokrinologie, Charité-Universitätsmedizin Berlin), für eine 
Störung der Bergmann Glia als primäre Ursache für die Entstehung des Kleinhirn-
Phänotyps. Die ermittelte Hochregulierung von Nestin im Knockout zum Zeitpunkt 
P7, an dem im Wildtyp die Expression herunterreguliert wird, muss im Verhältnis zum 
Wildtyp gesehen werden: die Runterregulierung erfolgt langsamer und kann als 
Ausdruck der verzögerten Bergmann Glia-Entwicklung im Txnrd1-Knockout 
interpretiert werden. Ebenfalls zum Zeitpunkt der Geburt ist Pax6 in Knockout-Tieren 
herunterreguliert. Pax6 ist unter anderem wichtig für die postnatale Anregung glialer 
Zellen zur Neubildung von Neuronen sowie für die Migration von Neuronen 
(Engelkamp 1999, Heins 2002). Da beide Vorgänge im Knockout gestört sind, könnte 
Pax6 im Zusammenhang mit Txnrd1 eine Rolle zugeschrieben werden. Allerdings 
muss eingeschränkt werden, dass der geringe Faktor, um den Pax6 herunterreguliert 
wird, nicht für eine wichtige Rolle des Gens beim Txnrd1-Knockout Phänotyp spricht. 
 
7.6 Ausblick 
Obwohl die Expression von Genen, die für die Kleinhirnentwicklung wichtig sind, im 
Txnrd1-Knockout verändert ist, bleiben die Zusammenhänge dieser Veränderungen 
im Unklaren. Ein genauer Ablauf der Veränderungen im Knockout-Kleinhirn konnte 
zwar histologisch beschrieben werden, die zugrunde liegenden mechanistischen 
Vorgänge auf der Ebene des Zellzyklus, von Zell-Zell-Interaktionen oder Signaling-
Kaskaden konnten nur bruchstückhaft belichtet werden. Der endgültige Beweis für 
die hier aufgestellte Hypothese, dass die Bergmann Glia der entscheidende Zelltyp 
ist, welcher die Kleinhirn-Entwicklungsstörung verursacht, könnte über einen 
Bergmann Glia-spezifischen Txnrd1-Knockout erbracht werden. Dieser müsste dann 
zum gleichen oder sehr ähnlichen Phänotyp führen. Um die Mechanistik der 
Vorgänge im gehirnspezifischen Txnrd1-Knockout zu verstehen, müssten 
weiterführende Untersuchungen in Glia- und neuronenspezifischen Zellkulturen 
durchgeführt werden, da solche Studien aufgrund der hoch komplexen Zell-
Interaktionen im entwickelnden Gehirn nicht mit in vivo Studien an einem 
Mausmodell gelöst werden können.
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8 Zusammenfassung 
 
Thioredoxin Reduktase 1 (Txnrd1) ist ein ubiquitär exprimiertes, Selen-haltiges 
Redoxenzym, welches ein Teil des Thiol-Redox-Systems ist und in dieser Funktion 
verschiedene intrazelluläre Substrate im reduzierten Zustand bewahrt. Man nennt 
dieses erzielte Gleichgewicht Redoxhomöostase. Dies ist sowohl für die Regulation 
verschiedener Gene als auch für das Zellwachstum und für den Schutz von Zellen 
vor oxidativem Stress von Bedeutung. Die Funktion der vorwiegend zytoplasmatisch 
lokalisierten Thioredoxin Reduktase 1 in den neuronalen Vorläuferzellen eines 
Mausmodells sollte durch eine gezielte Inaktivierung studiert werden. 
Als Hauptbefund stellte sich heraus, dass das Fehlen von Txnrd1 in neuronalen 
Vorläuferzellen zu einem ausschließlich im Kleinhirn lokalisierten Phänotyp führt. 
Dieser Phänotyp wird kurz vor der Geburt (Embryonaltag 18,5) in Form einer 
Retardation der Fissuren-Bildung sichtbar und setzt sich in der postnatalen Kleinhirn-
Entwicklung fort. Die Knockout-Tiere bleiben in der Gewichtsentwicklung hinter den 
Kontroll-Tieren zurück und weisen eine massive Kleinhirn-Hypoplasie mit klinischen 
Begleiterscheinungen wie Ataxie und intermittierendem Tremor auf. Das Kleinhirn 
der Txnrd1-Knockout Tiere zeigt eine im Lobulus VI begrenzte klare Trennung 
zwischen einem gut organisierten posterioren und einem dysmorphen anterioren 
Bereich. In diesem anterioren Bereich sind die Lobuli fusioniert. Die Purkinje-Zellen 
besitzen degenerierte Dendriten und sind ektopisch lokalisiert. Die geordnete 
Laminierung der Schichten Str. moleculare, Str. ganglionare und Str. granulare des 
posterioren Teils setzt sich aufgrund fehlender Differenzierung von Str. moleculare 
und Str. granulare nicht nach anterior fort. Weiterhin fehlt im anterioren Bereich ab 
dem postnatalen Tag 1 die radiale Ausrichtung der für die Neuronen-Migration 
essentiellen Bergmann Glia. Die Dicke deren Ausläufer bleibt hinter der der Kontroll-
Tiere zurück. Mitotisch stark aktive EGL (External Germinal Layer), aus der später 
die Körnerzellen hervorgehen, zeigt in diesem Bereich keine Schichtenbildung, 
sondern eine nesterartige Anordnung. Die EGL der Txnrd1-Knockout Tiere zeigt ab 
P1 weit weniger proliferationstypische Expressionsmuster in der Immunhistochemie 
als die der Kontroll-Tiere. Weiterhin wird durch molekularbiologische 
Untersuchungen deutlich, dass die gezielte Ausschaltung von Txnrd1 in neuronalen 
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Vorläuferzellen zu einer Veränderung in der Expression der für Nestin, GFAP und 
Pax6 kodierenden Gene im Gewebe des Kleinhirns führt. 
Somit konnte eine wichtige Rolle der Txnrd1 in der Kleinhirnentwicklung und dort vor 
allem im Aufbau der Zytoarchitektur des anterioren Bereichs nachgewiesen werden. 
Die Ergebnisse aus dieser Arbeit legen in Verbindung mit den Erkenntnissen aus 
einem postnatalen Neuronen-spezifischen Txnrd1-Knockout den Schluss nahe, dass 
eine Störung in der Morphogenese der Bergmann Glia als primäre Ursache für die 
Entstehung des entstandenen Phänotyps im Txnrd1-Knockout angesehen werden 
kann. 
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9 Summary 
 
THE ROLE OF THIOREDOXIN REDUCTASE 1 IN THE  
CNS-DEVELOPMENT OF CONDITIONAL KNOCKOUT MICE 
 
Thioredoxin Reductase 1 (Txnrd1) is a ubiquitously expressed redox enzyme 
containing Selenium. As a component of the thiol-redox-system, Txnrd1 reduces 
different intracellular substrates, which are important for regulation of different genes, 
cell-protection from oxidative stress as well as for cell growth. The protein function of 
the mainly cytoplasmatic localized Txnrd1 in neuronal precursor cells was to be 
investigated through specific inactivation in a conditional Txnrd1-Knockout strain. It 
was found that deficiency of Txnrd1 in neuronal precursor cells leads to a phenotype 
exclusive in the cerebellum. The phenotype is evident just before birth (embryonic 
day 18,5) showing retardation in the development of fissures which proceeds through 
postnatal cerebellar development. Besides, Txnrd1-Knockout mice show reduction of 
body weight compared to control mice as well as cerebellar hypoplasia, ataxia and 
tremors. The cerebellum of Txnrd1-Knockout mice is distinctively divided into a 
relatively organised posterior and a disrupted anterior part. The lobuli in the anterior 
cerebellum are merged and  Purkinje-cells are ectopic localized showing 
degeneration of the dendrites. The regular laminar organization of molecular-, 
Purkinje-cell- and granular layer seen in the posterior part of the cerebellum is not 
persistent towards the anterior part due to lack of differentiation of the molecular and 
granular layer. Being essential for neuronal migration, in the anterior cerebellum of 
Txnrd1-Knockout mice, Bergmann glia show reduction of fiber strength and lack of 
radial alignment from the first postnatal day. Furthermore the mitotic active EGL 
which is source of granular neurons, is found to be thinner in this area and general 
lower proliferation rates are seen during postnatal cerebellar development. It is 
molecular biological proven that the specific inactivation of Txnrd1 in neuronal 
precursor cells leads to altered gene expression of Nestin, GFAP and Pax6 in 
cerebellar tissues.  
All together these results demonstrate the important role of Txnrd1 in development of 
the cerebellum particularly in assembly of the cytoarchitecture of the anterior area. 
The results of this thesis in connection with insights from a postnatal neuron-specific 
Summary  97 
Txnrd1-Knockout mouse model indicate that the disruption of Bergmann glia is the 
primary reason for the cerebellar appearance in Txnrd1-Knockout mice.
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10 Abkürzungsverzeichnis 
 
Abkürzung Erklärung 
A Adenosin 
ABC Avidin-Biotin- Complex 
Aqua dest. Destilliertes Wasser 
ATP Adenosintriphosphat 
bHLH Basic Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktor 
BrdU 5´-Bromo-2´-Deoxyuridin 
bp basepairs/ Basenpaare 
C Cytosin 
cDNA complementary DNA  
CNS central nervous system 
CTP Cytidintriphosphat 
DAB Diaminobenzidin 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA 2´-Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat 
E  Embryonaltag 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EF Elongationsfaktor 
EGL External Germinal Layer 
ES Embryonale Stammzellen 
f forward 
F1 Erste Filialgeneration 
FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid 
FELASA Federation of European Laboratory Animal Science Associations 
Fiss. Fissura 
G Guanosin 
G-Phase Gap-Phase 
GPx Glutathionperoxidase 
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Abkürzung Erklärung 
GSH Reduziertes Glutathion 
h Stunde(n) 
H2O2 Wasserstoffperoxid 
HE Hämatoxylin/Eosin 
IGL Inner Germinal Layer 
kDa Kilodalton 
KO Knockout 
M.O.M. Mouse on Mouse 
MOPS 3-Morpholinopropansulfonsäure 
M-Phase Mitose-Phase 
mRNA messenger RNA 
myc myelocytomatosis viral oncogene 
NaCl Natriumchlorid 
NADPH Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 
P32 Radioaktiver Phosphor 32 
P Postnataler Tag 
p.a. Pro analysi 
PBS Phosphat-gepuffertes Natriumchlorid 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
PFA Paraformaldehyd 
PHGPx Phospholipid-Hydroperoxid-Glutathionperoxidase 
r reverse 
RNA Ribonukleinsäure 
ROS Reactive Oxygen Species 
RT Raumtemperatur 
SDS Natrium-dodezylsulfat 
75Se Radioaktives Selen 75 
Sec Selenocystein 
SECIS Selenocysteine insertion sequence 
SelP Selenoprotein P 
Ser Abkürzung Aminosäure Serin 
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Abkürzung Erklärung 
SP SECIS-binding protein 
SPF Spezifiziert pathogen frei 
S-Phase Synthesephase 
spp. Spezies 
SSC Saline Sodium Citrate Buffer 
Str. Stratum 
T Thymindin 
TAE Tris-Acetat-EDTA 
TBE Tris-Borat-EDTA 
TE Tris-EDTA 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
tRNA Transfer RNA 
Trx Thioredoxin 
Txnrd Thioredoxin Reduktase 
U Abkürzung Aminosäure Selenocystein 
UTR Untranslatierte Region 
UV Ultraviolett 
V Volt 
w/v Gewichtsprozent 
WT Wildtyp 
ZNS Zentralnervensystem 
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